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1. RIASSUNTO 
In questa tesi viene valutato il potenziale genotossico del biossido di titanio (TiO2) 
in forma particellata, un materiale ampiamente utilizzato nella produzione di 
cosmetici, filtri solari, vernici, materiali da costruzione ed impiegato in svariati 
processi, quali l’industria della carta ed il trattamento delle acque reflue. Un così 
vasto impiego implica un altrettanto elevato rischio di rilascio nell’ambiente, 
motivo per cui il biossido di titanio è ritenuto un contaminante emergente del 
prossimo futuro. Come conseguenza di questo, negli ultimi anni è stato condotto 
un numero crescente di studi atti a valutare gli effetti biologici di questa sostanza, 
particolarmente in forma micro e nanoparticellata, sulla salute umana, utilizzando 
modelli sperimentali in vitro e in vivo. Dal momento che il profilo tossicologico del 
biossido di titanio (nanoparticellato e non) non è a tutt'oggi chiaramente delineato, 
a causa di una ampia variabilità dei risultati ottenuti e della mancanza di un 
protocollo standardizzato che consenta studi paragonabili tra i diversi laboratori, 
si è deciso di contribuire alla raccolta di informazioni al riguardo andando a 
valutare gli effetti di questa sostanza (nelle due più comuni forme cristalline, 
anatasio e rutilo) su differenti linee cellulari umane, murine e del cetaceo 
odontocete Tursiops truncatus. La scelta di includere un mammifero marino 
nell’indagine è stata dettata dal fatto che la disponibilit{ di informazioni sul 
potenziale ecotossicologico del biossido di titanio sugli ecosistemi acquatic i è 
estremamente limitata. Infatti, ad eccezione di alcuni studi effettuati su 
invertebrati e pesci, non si trovano in letteratura informazioni relative ai possibili 
effetti sui predatori terminali della catena trofica marina, tra i quali sono incluse 
numerose specie sensibili agli effetti della contaminazione ambientale come i 
mammiferi marini.  
L'indagine è stata effettuata su leucociti isolati da sangue periferico umano (2 
volontari maschi, non fumatori) e di tursiope (5 individui, 4 maschi ed 1 femmina , 
allevati presso il parco acquatico “Oltremare” di Riccione), e su tre differenti linee 
di fibroblasti: cellule epiteliali umane (HuDE), fibroblasti murini (3T3) e fibroblasti 
di tursiope isolati da biopsie cutanee (ottenuti nell'ambito di una collaborazio ne 
con il Dipartimento di Scienze Ambientali di Siena). 
 5 
Per il trattamento dei leucociti sono state usate tre dosi (20, 50 e 100µg/ml) e tre 
tempi di esposizione (4, 24 e 48 h), mentre i fibroblasti sono stati esposti a quattro 
dosi (20, 50, 100 e 150µg/ml) e ai medesimi tempi di esposizione, per ciascuna 
delle due forme cristalline. La genotossicità è stata valutata mediante il Comet 
assay (elettroforesi su singola cellula), attraverso il quale viene misurato il grado 
di frammentazione del DNA (rotture a singolo e doppio filamento, siti labili agli 
alcali). La vitalità cellulare è stata valutata mediante il test del Trypan blue. Inoltre, 
la localizzazione intracellulare delle particelle di TiO2 è stata indagata mediante 
microscopia elettronica a trasmissione (TEM). 
Le osservazioni al TEM hanno messo in luce che entrambe le forme cristalline di 
biossido di titanio penetrano nella cellula e si ritrovano nel citoplasma, all’interno 
di vacuoli limitati da membrana. In nessun caso sono state osservate particelle di 
TiO2 all’interno del nucleo. I risultati relativi alla vitalità hanno messo in evidenza 
un elevato tasso di sopravvivenza delle cellule (80-100%) anche alle dosi ed ai 
tempi di esposizione maggiori, suggerendo che le forme di TiO2 indagate non 
hanno un effetto citotossico, almeno nel range di dosi utilizzate.  
Le indagini effettuate mediante il Comet assay hanno dimostrato che il biossido di 
titanio è in grado di indurre un effetto genotossico significativo, la cui l’entit{ varia 
in base al tipo cellulare e la specie considerata. In particolare, è stato osservato un 
effetto genotossico significativo di entrambe le forme cristalline sui leucociti di 
tursiope, per tutti i tempi di esposizione e alle dosi di 50 e 100µg/ml. 
Diversamente, non è stato osservato alcun effetto del TiO2 sui leucociti umani, ad 
eccezione della forma rutilo, che ha mostrato un effetto puntiforme solo alla dose 
più alta (100µg/ml) e ad un tempo sperimentale (4 h). Per quanto riguarda i 
risultati relativi ai fibroblasti, è stato osservato un effetto genotossico di entrambe 
le sostanze dopo 4 ore di esposizione in tutte le specie trattate in questo studio. 
Questo effetto tende, in alcuni casi, a ridursi gradualmente ai successivi tempi 
sperimentali, arrivando talvolta a scomparire definitivamente. 
Sebbene non sia possibile estendere all’intero organismo un dato ottenuto in vitro, 
i risultati dell’indagine mostrano una marcata suscettibilit{ dei leucociti di 
tursiope nei confronti del potenziale genotossico del TiO2, se paragonati  con le 
cellule umane. Diversamente, i fibroblasti di delfino hanno mostrato un moderato 
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grado di frammentazione del DNA, rispetto invece ad un effetto più marcato 
rilevato nel caso delle cellule HuDE e 3T3. 
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2. ABSTRACT 
In this study, the genotoxic potential of particulate titanium dioxide (TiO2), a 
widely used material for the production of cosmetics, solar screens, paints, 
building materials and used in different processes, such as paper industry and 
waste water treatment, was evaluated. Such a wide use implies an high release into 
the environment, which is the reason why titanium dioxide is considered as an 
emerging pollutant in the next future. An increasing number of researches has 
been performed during the last years,to evaluate the biological effects of this 
substance, particularly micro- and nano-sized, on human health, using in vivo and 
in vitro experimental models. Since the titanium dioxide (both nano- and micro-
sized) toxicological profile has not been clearly defined yet, because of high 
variability of the results obtained and the lack of a standardized protocol which 
allows comparable studies between different laboratories, the aim of this thesis is 
to contribute to the collection of informations, evaluating the effects of this 
substance (in its two most common crystalline forms, anatase and rutile) on 
different human, murine and odontocete cetacean Tursiops truncatus cell lines. The 
choice to include a marine mammal in the research was due to an extreme lack of 
informations about the ecotoxicological potential of titanium dioxide on aquatic 
ecosystems. Indeed, with the exception of some studies performed on 
invertebrates and fishes, there are no informations in literature concerning the 
possible effects on marine trofic web top predators, which include many species 
sensitive to the effects of the environmental contamination, such as marine 
mammals.  
The research was performed on human (2 male no smoker volunteers) and bottle -
nose dolphin (5 specimens, 4 males and 1 female rared in captivity at the Riccion e 
“Oltremare” Seaworld) periferal blood isolated leukocytes, and on three different 
fibroblasts cell lines: human epithelial cells (HuDE), murine fibroblasts (3T3) and 
bottle-nose fibroblasts isolated from skin biopsies (obtained thanks to a 
collaboration with the Department of Environmental Sciences of Siena University).  
Leukocytes were exposed to three doses (20, 50 e 100µg/ml) and three different 
experimental times (4, 24 e 48 hrs), while four doses (20, 50, 100 e 150µg/ml) and 
the same experimental times were tested for the fibroblast. Genotoxicity was 
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evaluated through the Comet assay (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE), which 
can detect DNA fragmentation (single and double strand breaks, alkali labile sites). 
Cell viability was evaluated with the Trypan blue exclusion method. Moreover, the 
intracellular localization of the TiO2 particles was investigated through 
Transmission Electron Microscopy (TEM).  
Cell viability results showed an high cell survival rate (80-100%) even at the 
highest doses and times of exposure, suggesting that the two investigated forms of 
TiO2 have no cytotoxic effect, at least in the range of doses tested. Comet assay data 
showed  that titanium dioxide can induce a statistically significant genotoxic effect, 
whose extent changes according to cell type and species considered. Particularly, a 
genotoxic effect of both crystalline forms was observed on T. truncatus leukocytes, 
for all of the exposure times and at doses of 50 and 100 µg/ml. Otherwise, there 
was no effect of TiO2 on human leukocytes, with the exception of the rutile form, 
which showed a slight induction of DNA damage only at the highest dose 
(100µg/ml) and at one experimental time (4 hrs). As regards fibroblasts results, a 
genotoxic effect of both crystalline forms after 4 hrs was observed in every 
specimens investigated in this study. This effect at times gradually decreased at the 
other experimental times, sometimes definitively disappearing. 
Even if it is not possible to extend an in vitro data to the entire organism, the 
results obtained show a high susceptibility of dolphin leukocytes toward the 
genotoxic potential of TiO2, if compared to human cells. Otherwise, bottle-nose 
dolphin fibroblasts showed a moderate degree of DNA fragmentation, respect to a 
more marked effect found in HuDE and 3T3 cells. TEM observations highlighted 
that both crystalline forms of titanium dioxide do penetrate into the cell and can be 
found in the cytoplasm, inside membrane-limited vacuoles. No particles could be 
found inside the nucleus, indicating the involvment of indirect mechanisms 
underlying TiO2 - induced genetic damage. 
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3. INTRODUZIONE 
Le principali attività umane di questo millennio, quali ad esempio produzione di 
energia, crescita industriale, attività di trasporto e ricreative, progressi nel settore 
biomedico ed ingegneristico, nate allo scopo di migliorare la qualità della vita, 
hanno modificato in maniera sostanziale l’ambiente naturale, sotto numerosi punti 
di vista (Fossi, 2000). Oltre ad alterazioni di tipo “strutturale”, come ad esempio la 
distruzione di interi habitat, spesso immediatamente valutabili perché grossolane, 
tale cambiamento può provocare anche variazioni più sottili, e più dannose su 
lunghe scale temporali. L’immissione di sostanze inquinanti, o xenobiotici, nella 
biosfera, ne è un esempio. Gli xenobiotici, più precisamente, possono essere 
definiti come molecole di qualsiasi tipo, di origine naturale o sintetica, estranee a 
un organismo. Ogni giorno nell’ambiente sono immessi quantitativi crescenti di 
xenobiotici, e sono sintetizzate nuove sostanze per soddisfare le esigenze dei vari 
ambiti industriali (alimentazione, informatica, meccanica, medicina ecc…). Questi 
ultimi materiali sono annoverati nella classe dei “contaminanti emergenti”, che 
racchiude sia composti sintetizzati ex novo, sia altri gi{ presenti nell’ambiente ma 
in forme differenti. La caratteristica che rende questi contaminanti 
particolarmente importanti da monitorare è proprio la loro recente produzione. Se 
da una parte gli effetti degli inquinanti classici sono ben conosciuti e studiati da 
lungo tempo, la biocompatibilità di questa classe di sostanze è ancora in buona 
parte da indagare.  
Molti composti inquinanti, sia emergenti che non, destano particolarmente 
l’attenzione in quanto capaci di andare ad alterare la struttura e l’integrit{ della 
molecola di DNA. Con il termine genotossicità, si intende la capacità di una sostanza 
di indurre modificazioni della sequenza nucleotidica del DNA, alterazioni dello 
stato di integrità della doppia elica, che se non adeguatamente riparate possono 
portare all’insorgenza di mutazioni. In particolare, le mutazioni possono avvenire a 
livello della linea germinale o a quello della linea somatica. Nel primo caso, queste 
possono essere trasmesse alla prole, mentre nel secondo interessano solo la linea 
cellulare mutata e possono portare a formazioni neoplastiche e, 
conseguentemente, a cancerogenesi. Ciò è particolarmente importante per le 
conseguenze sulla salute umana; tuttavia, rilevante è anche l’impatto sulle 
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popolazioni di specie diverse dalla nostra, dove l’insorgenza di numerosi eventi 
mutazionali è stata correlata con la riduzione della fitness degli organismi. A tale 
riguardo, Kurelec (1993) ha introdotto il termine di genotoxic desease syndrome 
definendolo come “…insieme di alterazioni indotte in invertebrati e vertebrati dalla 
esposizione ambientale a composti genotossici, anche in organi ed organismi che non 
sviluppano il cancro”. Tali effetti negativi vanno dall’alterazione del metabolismo 
generale a squilibri delle funzioni enzimatiche, passando per l’invecchiamento 
precoce, la gi{ citata riduzione della fitness e l’alterazione delle capacit{ 
riproduttive della specie presa in esame, che può portare come estrema 
conseguenza all’estinzione della stessa.  
Il metabolismo cellulare delle sostanze genotossiche è un fenomeno complesso, e 
talvolta la mancanza di una detossificazione completa può portare alla formazione 
di metaboliti elettrofili altamente reattivi (Harvey, 1982; Philips, 1993; Groopman 
& Kensler, 1993). Questi intermedi possono attaccare i centri nucleofili in 
macromolecole come DNA, RNA, lipidi e proteine, con conseguente induzione di 
eventi genotossici e/o citotossici (Shugart, 1995). L’interazione con il DNA si 
manifesta primariamente attraverso alterazioni strutturali della molecola stessa, 
che possono essere addotti (quando il composto, o i suoi metaboliti, si legano 
covalentemente alla doppia elica), rotture al livello di singolo e doppio filamento 
(note come strand breaks, SB) o basi alterate chimicamente (Shugart, 1995). Le 
cause che portano al danneggiamento della doppia elica possono essere diverse. Si 
va dai normali eventi cellulari, come ad esempio il metabolismo e le collisioni 
termiche casuali, all’interazione con agenti fisici (raggi UV, radiazioni ionizzanti), a 
quella con agenti chimici (Shugart, 1995). Tutti questi processi danno luogo a delle 
alterazioni strutturali che normalmente possono essere riparate piuttosto in fretta, 
ma che producono una popolazione transiente di DNA con bassa integrità. Le 
cellule all’interno delle quali non viene riparato il danno possono andare incontro 
alla fissazione di mutazioni geniche e cromosomiche, nonché, con il perdurare e 
l’accumularsi degli eventi mutazionali, all’attivazione di processi cancerogeni. 
Da quanto appena descritto, appare necessario indagare e comprendere quelli che 
sono i potenziali effetti genotossici causati dall’esposizione, più o meno prolungata, 
a contaminanti emergenti, soprattutto relativamente a quelli la cui (geno)tossicità 
non sia ancora stata del tutto appurata, e per i quali quindi viene a mancare una 
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chiara regolamentazione. In particolare, in questo lavoro è stata posta l’attenzione 
su un materiale largamente impiegato nell’industria manifatturiera, grazie alle 
molte peculiarità che lo rendono ottimale in vari ambiti applicativi, e considerato 
inerte nella sua forma microparticellata: il biossido di titanio. 
3.1 Il biossido di titanio 
Il biossido di titanio (o ossido di titanio (IV) ha formula chimica TiO2, il suo numero 
CAS è 13463-67-7, ed in natura è presente in tre forme cristalline diverse: il rutilo, 
l'anatasio e la brookite (Banfield & Veblen, 1992), colorate a causa di impurezze 
presenti nel cristallo. Il rutilo, la forma più comune, e l’anatasio hanno struttura 
tetragonale, mentre quella della brookite è ortorombica. 
Il biossido di titanio è stato prodotto commercialmente per la prima volta nel 1923 
ed attualmente  rappresenta circa il 70% della produzione totale di pigmenti. 
Infatti, solo quantità relativamente modeste di TiO2 vengono utilizzate con scopi 
diversi dalla pigmentazione. Quest’ossido di metallo è ottenuto da varie tipologie 
di rocce grezze contenenti ilmenite, rutilo, anatasio e leucoxene, estratte da 
depositi collocati in tutto il mondo. La maggior parte dei pigmenti di titanio è 
prodotta da minerali di titanio concentrati da processi di clorazione o di 
solfatazione, sia per quanto riguarda la forma anatasio che quella rutilo. (IARC 
Monographs, Vol. 93). 
L’anatasio e la brookite sono costituenti minori molto comuni nelle sabbie e nei 
sedimenti, in particolare quelli derivanti da rocce ricche di titanio, mentre il rutilo 
è un comune minerale accessorio in una grande varietà di rocce della crosta 
terrestre e derivanti dal mantello, nonché all’interno delle rocce sedimentarie 
(Banfield et al., 1993). L’abbondanza media del biossido di titanio nei sedimenti 
fluviali è stata valutata essere lo 0.56% (McLennan & Murray, 1999), ma la sua 
dispersione nella colonna d’acqua è generalmente ridotta dall’adsorbimento  sulle 
argille. Inoltre, è stato osservato che in natura il TiO2 si comporta come un 
elemento refrattario all’erosione, ma si conosce relativamente poco rispetto al suo 
comportamento nelle acque naturali (Kabata-Pendias, 2001). 
Nel 2004, la produzione mondiale di concentrati di titanio minerale è incrementata 
fino a 5,2 milioni di tonnellate rispetto ai 4,6 milioni di tonnellate del 2000. Circa il 
95% è utilizzato come riserva di biossido di titanio, mentre il rimanente è 
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utilizzato per la produzione di leghe metalliche a base di titanio. Nel 2004, il 
fornitore principale di TiO2 era il Sud Africa (25%), seguito dall’Australia (21%), 
dal Canada (14%), dalla Cina (8%), dall’Ucraina (7%) e dalla Norvegia (7%) (Linak 
& Inoguchi, 2005). Dei 170 Paesi in cui viene utilizzato il TiO2, quindi, la maggior 
parte sono importatori netti (Tabella 1). 
 
 
Tabella 1: produzione e consumo mondiale di biossido di ti tanio (migliaia di tonnellate, peso lordo). 
C= consumo; P= produzione. Modificato da Linak & Inoguchi, 2005.  
 
 
 
Il biossido di titanio possiede una grande efficacia sia come opacizzante che nel 
conferire brillantezza a seconda degli scopi per i quali viene impiegato . L’eccellente 
resistenza all’attacco chimico, la buona stabilit{ termica e la resistenza alla 
degradazione per opera della radiazione UV sono altre importanti caratteristiche. 
Il pigmento di rutilo è più resistente alla degradazione da UV rispetto all’anatasio, 
ed è preferenzialmente usato nelle vernici, nelle plastiche (specialmente quelle 
esposte alle condizioni atmosferiche) e negli inchiostri. I pigmenti di anatasio 
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hanno un tono più blu rispetto a quelli di rutilo, sono meno abrasivi e vengono 
utilizzati maggiormente nelle vernici da esterno, nelle carte, nelle ceramiche, nelle 
gomme e nelle fibre (IARC Monographs Vol. 93).  
Nonostante il basso prezzo di mercato, i pigmenti di TiO2-anatasio rappresentano 
solo il 10% della produzione globale. Inoltre, soltanto 1/3 dell’anatasio prodotto è 
utilizzato in applicazioni per le quali sono fondamentali le sue proprietà specifiche, 
come ad esempio fornire un tono blu ad alcune plastiche. Questa forma cristallina 
viene però utilizzata soprattutto per le sue proprietà foto catalitiche: la richiesta 
globale totale per il suo utilizzo come materiale attivo per la rimozione degli ossidi 
d’azoto dai gas di scarico delle centrali elettriche alimentate a carbone e per la 
pulizia dei gas di scarico dei motori diesel è valutata in 15.000 tonnellate all’anno 
(Linak & Inoguchi, 2005; Swiler, 2005). 
Le polveri ultrafini di biossido di titanio (1-150 nm), che trasmettono la luce 
visibile ma rifrangono la radiazione UV, vengono utilizzate nella produzione delle 
creme solari e delle plastiche. Sono anche impiegate come catalizzatori e 
precursori di pigmenti colorati, e nelle elettroceramiche (Schlegel et al., 2002; 
Linak & Inoguchi, 2005). 
 
3.2 Il biossido di titanio nanoparticellato   
 
L’American Section of the International Association for Testing Materials, più 
comunemente nota come ASTM International (ASTM International. 2006. 
Designation: E 2456-06. Standard terminology relating to nanotechnology.) 
definisce nanotecnologia come “un termine riferito ad un grande range di 
tecnologie che misurano, manipolano o incorporano materiali e/o elementi con 
almeno una dimesione compresa approssimativamente tra 1 e 100 nanometri 
(nm). Tali applicazioni sfruttano le proprietà, distinte da quelle di sistemi 
grossolani/macroscopici, dei componenti nano dimensionati.”. Una nanoparticella 
è “una sotto-classificazione delle particelle ultrafini con una lunghezza in due o tre 
dimensioni più grande di 0,001 micrometri (1nm) e più picco la di circa 0,1 
micrometri (100nm), che possono o non possono esibire proprietà esclusive legate 
alla taglia. 
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L’industria della nanotecnologia sta rapidamente crescendo, con l’aspettativa di 
benefici sostanziali che avranno un significativo impatto economico -scientifico, in 
campi che spaziano dall’ingegneria aereospaziale e nanoelettronica, al ripristino 
ambientale e alla medicina. Ciò è dovuto alla particolari caratteristiche fisico-
chimiche che i nanomateriali offrono. Alcuni di questi benefici includono 
miglioramento nella conducibilità termica e/o elettrica, resistenza maggiore dei 
materiali, miglioramento dell’attivit{ catalitica e propriet{ ottiche più avanzate. 
Tuttavia, le loro piccole dimensioni, oltre che delle proprietà chimico-fisiche, 
possono essere responsabili di effetti biologici nocivi. Le vendite di questi prodotti 
hanno un valore economico pari a 147 miliardi di dollari nel 2007 e si stima un 
incremento nei prossimi anni fino a 3.1 trilioni di dollari per il 2015. Perciò l’uomo 
è già esposto a questi materiali ed è prevedibile un aumento massiccio di 
esposizione negli anni a venire. Di conseguenza negli ultimi anni l’utilizzo dei 
nanomateriali ha suscitato una maggiore attenzione soprattutto per quanto 
riguarda la salute umana e la sicurezza ambientale, con il primo report pubblicato 
nel 2004 dalla Royal Society and Royal Academy of Engineering, che mette in 
evidenza la netta mancanza di informazioni su l’ impatto dei nanomateriali, 
variamente modificati (ingegnerizzati) sulla salute umana e ambiente. Molti altri 
report governativi sono emersi successivamente, ma ad oggi le considerazioni sulla 
sicurezza non sono andate di pari passo con lo sviluppo dei materiali da parte delle 
industrie nanotecnologiche. Tuttavia, la limitata informazione che sta lentamente 
emergendo indica che queste sostanze possono indurre citotossicità, stress 
ossidativo e risposte infiammatorie (Nel et al.,2006; Sayes et al.,2007; Stone et 
al.,2007; Xia et al., 2006) . Perciò data l’incertezza riguardo la sicurezza dei 
nanomateriali, è importante comprendere e minimizzare qualsiasi potenziale 
rischio tossicologico associato ad essi, non solo per proteggere la salute umana e 
l’ambiente ma anche per evitare il danneggiamento dell’industria nanotecnologica 
nel lungo termine.  
Attualmente le stime indicano la presenza di oltre 800 prodotti di consumo che 
contengono nanomateriali. I settori coinvolti sono principalmente “salute e 
benessere”, “casa e giardino”, “elettronica e computer”, “cibo e bevande”, auto, 
strumenti e articoli per bambini. Prendendo in considerazione solo la categoria 
“benessere” troviamo prodotti come cosmetici, vestiario, articoli sportivi, creme 
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solari e filtri. Altri prodotti basati sulle nanoparticelle sono finalizzati a migliorare 
la tecnologia dei chip dei computer, altri vengono usati come convertitori catalitici 
delle automobili, altri ancora come rivestimenti o barriere termiche per l’industria 
aereospaziale. Inoltre, in futuro si prevede un forte sviluppo nell’uso di 
nanomateriali nell’ambito della diagnostica e nei trattamenti terapeutici per i 
pazienti.  
Una delle differenze principali tra il TiO2 nanoparticellato e il TiO2 macrometrico 
(comunemente noto come “TiO2 convenzionale”) è l’area superficiale molto più 
estesa di una data massa o volume delle nanoparticelle comparate ad 
un’equivalente massa o volume delle particelle convenzionali. Per esemplificare, 
una particella di 5nm avrebbe un volume di 65nm cubici (4/3 π r3), mentre quello 
di una particella di 500nm corrisponderebbe a 65.000.000nm cubici. Perciò, 
sarebbe necessario un milione di particelle dal diametro di 5nm per eguagliare il 
volume di una sola particella di 500nm. L’area superficiale di una particella di 5nm 
equivale approssimativamente ad 80nm quadrati (4πr2), mentre quella di una 
particella di 500nm corrisponde ad 800.000nm quadrati circa. Moltiplicando l’area 
superficiale della particella da 5nm per un milione (ovvero il numero di particelle 
con il suddetto diametro necessario per eguagliare il volume di una singola 
particella da 500nm) si ottiene un’area superficiale di approssimativamente 
80.000.000nm quadrati, ovvero un valore 100 volte più grande rispetto all’area 
superficiale della particella da 500nm. Quest’area superficiale relativa più grande 
presentata dalle particelle di nano-TiO2 offre un potenziale molto maggiore per 
propriet{ quali ad esempio l’attivit{ catalitica e l’assorbimento della radiazione UV 
a determinate lunghezze d’onda (Shao and Schlossman, 1999). 
Queste propriet{ hanno portato allo sviluppo e all’utilizzo del nano -TiO2 in una 
grande varietà di applicazioni, comprendenti i rivestimenti auto-pulenti di alcune 
superfici, celle solari, spray disinfettanti e soprattutto agenti di trattamento delle 
acque e creme solari. Prima di andare a considerare le specifiche applicazioni del 
biossido di titanio nano dimensionato, è opportuno notare alcuni punti 
fondamentali relativi alla caratterizzazione di questo materiale. Non tutto il nano -
TiO2 è uguale. Le tipologie commerciabili di queste polveri possono variare nella 
taglia della particella, nell’area superficiale, nella purezza, nelle caratteristiche di 
superficie della singola particella, nella forma cristallina, nella reattività chimica 
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ecc…. Il TiO2 nanoparticellato può essere disponibile sotto forma di anatasio puro, 
rutilo puro o mistura di anatasio e rutilo. In generale, così come nella forma 
convenzionale, anche in quella nanoparticellata l’anatasio è maggiormente foto 
catalitico rispetto alla forma rutilo, ed il rutilo nano dimensionato è meno foto 
reattivo rispetto sia alla mistura di anatasio-rutilo che all’anatasio puro (Sayes et 
al., 2006). 
Per diminuire la foto reattività del nano-TiO2 al fine di proteggere la pelle umana, 
le plastiche ed altri oggetti dalla radiazione UV, spesso le particelle vengono 
rivestite con silicone od altre sostanze (silicio, ecc…) (EPA, 2006).  
Un’altra caratteristica molto importante è l’aggregazione o l’agglomerazione delle 
particelle di nano-TiO2. Secondo un produttore di titanio nano dimensionato 
prodotto attraverso idrolisi a fiamma “i test ed i calcoli hanno mostrato che 
particelle primarie libere con dimensioni inferiori a 100nm esistono nei reattori [a 
fiamma] solo per pochi millisecondi” (Degussa, 2009). Aggregati di nano-TiO2, 
talvolta noti come “colloidali”, sono spesso pressappoco un ordine di grandezza 
maggiori rispetto alle particelle primarie (Dunphy Guzman et al., 2006; Kormann 
et al., 1988; Lecoanet et al., 2004) 
La produzione commerciale di nano-TiO2 tra il 2006 ed il 2010 è stata stimata 
essere di circa 5.000 tonnellate, più di 10.000 all’anno tra il 2011 ed il 2014 (UNEP, 
2007) e approssimativamente 2,5 milioni di tonnellate nel fino al 2025 (Robichaud 
et al., 2009). Eppure, ad oggi, nessuna agenzia di regolamentazione ha fissato alcun 
parametro per la concentrazione media nell’ambiente di nanoparticelle di biossido 
di titanio. Soltanto nell’ambito lavorativo, la conferenza americana degli igienisti 
industriali governativi (ACGIH) ha assegnato al TiO2 un valore limite soglia di 10 
mg/m3 (polvere totale) per ogni 8 ore di esposizione (giornata lavorativa). 
L’esposizione professionale al TiO2 in forma nanoparticellata (Npc) può avvenire 
durante la produzione/uso di queste particelle util izzate come pigmenti per 
donare bianchezza, opacità e brillantezza a prodotti come pitture, vernici, smalti e 
carta. L’esposizione a queste nanoparticelle può anche avvenire utilizzando 
prodotti cosmetici, in cui il TiO2 è usato sia come pigmento che come addensante, e 
creme solari in cui viene utilizzato per via dell’alto indice di rifrazione e la forte 
capacità di assorbire la luce UV. Mentre le microparticelle di TiO2 sono considerate 
inerti, l’impatto sull’ambiente e sulla salute umana delle nanopartice lle rimane 
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incerto, soprattutto per una scarsità di dati ecotossicologici a breve e a lungo 
termine. 
 
3.3 Vie di esposizione a TiO2: il caso delle creme solari 
 
Le formulazioni a base di nano-TiO2 delle creme solari sono divenute popolari 
perché appaiono trasparenti sulla pelle. Quelle contenenti TiO2 convenzionale o 
altri ossidi di metallo inorganici come ad esempio l’ossido di zinco (ZnO) 
(Schlossman et al., 2006), quando applicate formano una patina lattea. Il biossido 
di titanio nano dimensionato può essere utilizzato come protettore contro i raggi 
UV in due maniere, tramite assorbimento e tramite rifrazione, a seconda della 
lunghezza d’onda della radiazione UV. Le lunghezze d’onda UV -B sono nel range di 
290-320nm, e vengono primariamente assorbite dal nano-TiO2; le lunghezze 
d’onda UV-A, invece, sono nel range di 320-400nm e vengono prevalentemente 
rifratte dal nano-TiO2 (Shao and Schlossman, 1999). Si pensa che lo scattering 
ottimale avvenga quando il diametro delle particelle è approssimativamente metà  
della lunghezza d’onda della luce che deve essere rifratta (Fairhurst and Mitchnick, 
1997; Klaessig, 2009); Il TiO2 convenzionale assorbe e rifrange la radiazione UV, 
rendendolo un componente effettivamente attivo nelle creme solari. Come lo ZnO, 
il TiO2 è un “bloccante fisico” della radiazione UV, opposto a molti ingredienti 
chimicamente attivi che servono da “filtri chimici”, come ad esempio l’avobenzone 
ed il benzofenone, i quali in alcuni individui possono causare reazioni avverse sulla 
pelle, inclusi vesciche, prurito e sfoghi cutanei (U.S. EPA, 2006d).  
Per questo motivo, creme solari contenenti bloccanti fisici sono stati per molto 
tempo un’opzione attraente per soggetti con pelle delicata. A prescindere da 
questo mercato di nicchia, l’uso del TiO2 nelle creme solari è stato storicamente 
limitato a causa di considerazioni estetiche. Dal momento che il TiO2 rifrange la 
luce visibile, rimaneva esso stesso visibile come un film bianco quando veniva 
applicato sulla pelle. Con l’avanzamento della tecnologia, in grado di produrre TiO2 
nanodimensionato trasparente, quest’ultimo è entrato nel circuito commerciale 
come un ingrediente attraente nelle creme solari, ed è anche stato aggiunto in 
numerosi prodotti cosmetici per fornire protezione UV. 
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Con l’esposizione alla radiazione ultravioletta (lunghezze d’onda inferiori a ~ 400 
nm), il TiO2-anatasio nanodimensionato diviene fotocatalitico. Nelle creme solari, 
comunque, la fotocatalisi è una proprietà scomoda, che può essere contenuta 
applicando dei trattamenti sulla superficie delle particelle, selezionando una forma 
meno reattiva (rutilo) o aggiungendo ingredienti antiossidanti alla formula. La 
massima concentrazione di TiO2 nelle creme solari permessa dall’ U.S. Food and 
Drug Administration (FDA) è il 25% (FDA, 1999), ma questo limite non distingue 
tra TiO2 convenzionale e nanodimensionato, tra anatasio e rutilo, o tra particelle 
rivestite o meno. Le concentrazioni attualmente usate, secondo quanto riportato 
sulle etichette dei prodotti, variano tipicamente dal 2% al 15% in Europa, Australia 
e Canada, ed in Sud Corea è anche stato approvato l’utilizzo del TiO2 come filtro 
nelle creme solari con una concentrazione massima del 25%. Il Giappone, infine, 
non regolamenta l’utilizzo del TiO2 come filtro nelle creme solari (Oxonica, 2005; 
Risk & Policy Analysts Limited, 2004; Steinberg, 2007). 
Alcune creme solari contenenti TiO2 sono esplicitamente etichettate come 
contenenti nanoparticelle, mentre altre riportano tra gli ingredienti TiO2 
“micronizzato”, una dimensione comunemente utilizzata nei cosmetici. 
“Micronizzato” implica una particella dalla taglia di circa 1 micron, ma quanto 
precisamente i produttori utilizzino questo termine non è chiaro. Talvolta, 
“micronizzato” viene preso per lasciare intendere un range nanometrico (Shao and 
Schlossman, 1999), tal’altra viene considerato distinto dalla forma nano (e.g., 
Environmental Working Group, 2008). In quest’ultimo caso, TiO2 con una taglia 
media delle particelle corrispondente a diversi micrometri molto probabilmente 
continua ad includere una frazione significativa di particelle nel range 
nanometrico. Quindi, anche le creme solari contenenti TiO2 pigmentato 
plausibilmente contengono una porzione di particelle nano dimensionate.  
 
3.4 Immissioni di biossido di titanio ne ll’ambiente: fonti naturali ed 
antropiche 
 
Attualmente esiste una scarsa quantità di dati riguardo le concentrazioni 
ambientali di particelle di titanio sia micro che nano-dimensionato. Ad esempio, è 
stato provato il rilascio in acqua di questa sostanza dal dilavamento delle facciate 
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degli edifici (Griffitt et al., 2008), mentre due studi hanno sviluppato modelli per 
valutare il rilascio di TiO2 nell’ambiente e predire le concentrazioni ambientali 
(Mueller & Nowack, 2008 [a]; Gottschalk et al., 2009[b]), come riportato nella 
tabella 2. 
 
Tabella 2: Concentrazioni di TiO2 NPs ipoteticamente rilasciate nei comparti ambientali in diversi 
Paesi. aMueller e Nowack, 2008; b Gottschalk et al., 2009 (modificato da A.Menard et al., 2001)  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Una difficoltà nella valutazione dell’impatto di queste particelle è data dal fatto che 
le loro diverse proprietà chimiche e quindi la potenziale tossicità cambiano 
nell’ambiente acquatico a causa di diversi fattori come la degradazione biologica e 
abiotica, l’agglomerazione e l’aggregazione. L’aggregazione per esempio è una 
condizione che fa diminuire l’energia libera superficiale e quindi la reattivit{ delle 
particelle (He &Zhao, 2005). La tendenza delle polveri di TiO2, ed in particolare di 
quelle nanodimensionate, ad aggregarsi condiziona il loro destino nei diversi 
ecosistemi acquatici, le interazioni con gli organismi che in essi vivono e i possibili 
effetti tossici (Smith et al., 2007; Handy et al., 2008). Il comportamento colloidale 
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può aiutare, per esempio, a prevedere il comportamento delle particelle rilasciate 
nell’ambiente acquatico. Le nanoparticelle insolubili possono formare sospensioni 
colloidali, la cui stabilit{ è determinata dall’interazione tra forze attrattive e 
repulsive tra le particelle cariche che interagiscono attraverso un mezzo liquido 
(Derjaguin & Landau, 1941; Verwey & Overbeek, 1948). La riduzione o 
eliminazione della carica per esempio attraverso un incremento nella forza ionica 
farà si che i colloidi si agglomerino o formino una matrice interconnessa. In 
ambienti carichi positivamente come i sistemi acquatici marini e gli estuari, ad 
esempio, i composti azotati colloidali, che includono TiO2, si aggregheranno 
formando degli agglomerati più ampi (Dunphy Guzman et al., 2006; Hyung et al., 
2007; Stople  & Hassellov, 2007). Il grado di aggregazione a sua volta dipende dalle 
caratteristiche fisico-chimiche delle particelle stesse (comprese le caratteristiche 
dimensionali e di superficie) e l'ambiente locale (pH, forza ionica e quantità di 
carbonio organico)(Dunphy Guzman et al.2006; Hyung et al. 2007). Le particelle 
così aggregate possono depositarsi sul fondo e venire in contatto con gli organismi 
bentonici. Inoltre, esse possono concentrarsi nelle interfacce terra-acqua o in 
quelle aria-acqua come per esempio nel microstrato superficiale oceanico, le cui 
proprietà viscose determinano una forza superiore a quella di diffusione delle 
particelle che rimangono così intrappolate (Wurl & Obbard, 2004). Questo 
fenomeno rende particolarmente vulnerabili gli organismi che vivono, anche solo 
per una parte del loro ciclo vitale, negli strati superficiali dell’oceano come ad 
esempio zooplancton (Simpkiss, 1990). 
Infine, altre proprietà fisico-chimiche, specifiche per ogni tipo di nanomateriale, 
sono tali da rendere queste sostanze molto resistenti ad agenti fisico-chimici 
esterni (il TiO2 nanoparticellato per esempio viene utilizzato come pigmento in 
vernici da esterno proprio per la sua resistenza a fenomeni di corrosione e 
sfarinamento) che  potrebbero quindi rendere tali materiali molto persistenti 
nell’ambiente una volta rilasciati.  
 
3.5 Tossicità del biossido di titanio  
 
Come già stato ampiamente discusso, il biossido di titanio di dimensioni nano o 
micrometriche è un elemento largamente usato nei prodotti industriali, 
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farmaceutici e cosmetici (Diebold, 2003). Le proprietà foto catalitiche che possiede 
possono inoltre essere impiegate come disinfettante nell’ambiente e per le acque 
reflue (Cho et al., 2004), e viene utilizzato anche come fotosensibilizzatore  per la 
terapia fotodinamica delle cellule di carcinoma del colon umano (Zhang & Sun, 
2004). Appare quindi inevitabile un rilascio sempre maggiore di queste particelle 
nell’ambiente e, sebbene i dati riguardanti i possibili effetti nocivi sulla salute 
umana siano pochi e discussi in maniera controversa (Hackenberg et al., 2010), si 
ha un incremento delle possibilit{ per l’uomo di venire a contatto con questa 
sostanza.  
Sempre più numerosi studi in vitro sono stati condotti per saggiare l’eventuale 
tossicità delle diverse forme di TiO2,. Tuttavia, i risultati ottenuti mettono in 
evidenza come, di fatto, non esista ancora un chiaro e dettagliato profilo 
tossicologico a carico di questa sostanza. Hackenberg e colleghi (2010) non hanno 
riscontrato alcun calo significativo della vitalità cellulare in linfociti umani isolati 
da sangue periferico, neppure alle dosi di esposizione più elevate. Al contrario, Di 
Virgilio e collaboratori (2010) hanno rilevato sia un calo significativo nella stabilità 
lisosomiale che della vitalità cellulare in cellule ovariche di roditore CHO-K1 con 
andamento dose-dipendente. Le cellule umane sembrano essere comunque meno 
suscettibili alla tossicità del TiO2 rispetto a quelle di roditore; infatti, nessun 
incremento di citotossicità è stato osservato in cellule epiteliali bronchiali umane 
dopo esposizione a basse dosi (10µg/cm2) (Bhattacharya et al., 2009), mentre una 
significativa diminuzione della vitalità cellulare può essere osservata dopo 
esposizione di cellule CHO-K1 a 5µg/ml, equivalente a circa 21µg/cm2 (Di Virgilio 
et al., 2010). 
Wang e collaboratori (2007) hanno riportato che in vivo la divisione cellulare 
sembra essere inibita a seguito di lunghe esposizioni a biossido di titanio 
nanoparticellato, e che la citotossicità rilevata potrebbe essere associata a reazioni 
infiammatorie transienti.  
E’ stato comunque appurato, analizzando le molteplici tipologie di indagine e di 
tessuti utilizzati in fase sperimentale, che la risposta tossica esercitata dal biossido 
di titanio è strettamente dipendente dal tipo cellulare utilizzato e dai tempi di 
esposizione applicati, ed è anche per questo motivo che tracciare un profilo 
tossicologico chiaro per questa sostanza risulta a tutt’oggi difficile. A fronte di 
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questa contradditorietà circa i potenziali rischi per la salute derivanti 
dall’esposizione a TiO2 appare necessario estendere ed approfondire le ricerche. In 
particolare, devono essere ulteriormente caratterizzati gli effetti in vitro su cellule 
umane e meglio chiariti i meccanismi d’azione (Hackenberg et al., 2010). E’ stato 
anche suggerito che le nanoparticelle di TiO2 siano in grado di compromettere la 
funzionalit{ mitocondriale attraverso la formazione di specie reattive dell’ossigeno 
(ROS) in diversi tipi cellulari, come nella microglia cerebrale, nelle cellule epiteliali 
bronchiali e nei linfociti periferici (Long et al., 2007; Kang et al., 2009; Park et al., 
2008). Shukla e collaboratori (2011) hanno evidenziato che in cheratinociti umani 
esposti a biossido di titanio nanoparticellato si ha un elevato livello di captazione 
cellulare delle polveri, con una conseguente produzione di radicali liberi. Gli stessi 
autori hanno riportato che dopo 48 ore di esposizione, la produzione di ROS si 
mostrava positivamente correlata con l’ induzione del processo apoptotico.  
Oltre all’approccio in vitro, esiste anche letteratura concernente indagini in vivo. 
Studi su inalazione polmonare subcronica, utilizzando aereosol di TiO2 ultrafine a 
diverse concentrazioni (0.5, 2.0 e 10mg/m3), su topi, criceti e ratti hanno registrato 
un’ induzione dose-dipendente di fenomeni infiammatori, citotossicità, 
prolifrazione di cellule polmonari e alterazioni istopatologiche in tutte e tre le 
specie di mammifero (Bermudez et al., 2002). Liu e colleghi (2009) hanno 
dimostrato che, a seguito di instillazione cronica di nano-TiO2 anatasio per 14 
giorni, si ha un accumulo graduale crescente passando dal fegato, ai reni e alla 
milza, mentre tale parametro tende a decrescere nei polmoni e nel cervello. Questo 
dato sottolinea che anche nel caso di esposizione per via aerea, sono gli altri organi 
a subire l’accumulo maggiore. Altri studi in vivo hanno evidenziato che il grado 
della risposta infiammatoria e citotossica indotta dall’esposizione a TiO2 per via 
inalatoria dipende dalle dimensioni delle particelle e dalla loro chimica di 
superficie (Rehn et al., 2003; Warheit et al., 2007; Liu et al., 2009).  
 
3.6 Genotossicità del biossido di titanio  
 
Recenti evidenze hanno dimostrato che una delle caratteristiche tossicologiche 
principali del biossido di titanio (nanoparticellato e non) risiede nella sua capacità 
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di indurre infiammazione e risposta genotossica in differenti linee cellulari, sia 
umane che animali (Wang et al., 2007; Reeves et al., 2007; Xu et al., 2009). 
La consapevolezza di una crescente immissione di queste polveri nell’ambiente ha 
fatto sì che numerosi studi si focalizzassero sull’indagine degli effetti a carico del 
DNA, potenziali precursori di patologie anche gravi e di cancerogenesi. 
Similarmente a quanto descritto per la citotossicità, anche nel caso degli effetti sul 
materiale genetico non è possibile ritrovare una direzione concorde tra i vari studi 
condotti. Il numero d’indagini con risultato positivo e negativo è pressappoco 
equivalente, ed appare quindi fondamentale qualunque contributo che possa fare 
ulteriore chiarezza sulle reali caratteristiche genotossiche di questa sostanza. 
Mediante test in vitro è stato appurato che il TiO2 fotoattivato è effettivamente in 
grado di indurre danno al DNA (Dunford et al., 1997). Infatti, quando è esposto a 
radiazione ultravioletta, il TiO2 catalizza la produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS) come l’anione superossido, il perossido di idrogeno, il radicale 
idrossilico e l’ ossigeno singoletto nel mezzo acquoso (Hirakawa et al., 2004; 
Konaka et al., 2001). Una volta internalizzate nella cellula, è stato dimostrato che 
queste particelle si concentrano nella regione perinucleare e questa distribuzione 
è stata correlata con un’induzione di ROS nella stessa area (Park et al., 2008). 
Tuttavia, altri studi in vitro hanno dimostrato che, anche in assenza di 
fotoattivazione, particelle di TiO2 di dimensioni nanometriche sono comunque in 
grado di indurre danni ossidativi al DNA, perossidazione lipidica, formazione di 
micronuclei, formazione di perossido di idrogeno e produzione di ossido nitrico. 
Diversamente, particelle di dimesioni maggiori (>200 nm) non sembrano indurre 
alcun danno in assenza di radiazione luminosa (Gurr et al., 2005). Questi risultati 
suggeriscono che le dimensioni nanometriche possono essere determinanti 
nell’induzione del danno ossidativo. Un certo numero di indagini ha avuto come 
obiettivo la caratterizzazione degli effetti genotossici; in particolare, è stato 
dimostrato che TiO2 NP è in grado di indurre DNA strand breaks, formazione di 
micronuclei (indicativa di alterazioni cromosomiche) e mutazioni puntiformi; 
questi effetti sono stati messi in relazione con l’istaurasi di una condizione di stress 
ossidativo (Rahman et al., 2002; Wang et al., 2007; Kang et al., 2008). Lu e colleghi 
(1998) hanno dimostrato come l’esposizione a biossido di titanio, anche a dosi 
basse, porti ad un incremento significativo del numero sia di cellule micronucleate 
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che di scambi tra cromatidi fratelli (SCE). E’ stato ipotizzato che la formazione di 
micronuclei possa essere dovuta ad un disturbo fisico a carico del’apparato 
mitotico, esercitato dalle particelle (Hesterberg et al., 1986). Diversamente, 
Theogaraj e colleghi (2007), non attribuiscono alcuna genotossicità alle NP di TiO2 
in quanto, nei loro studi, non è stato registrato alcun aumento della frequenza di 
danno al DNA sia in presenza che in assenza di luce UV. Similarmente, 
Bhattacharya e collaboratori (2009) hanno riscontrato che il biossido di titanio 
sarebbe in grado di indurre stress ossidativo e formazione di addotti al DNA, ma 
non di provocare effettivamente rotture del doppio filamento. Hackenberg e 
colleghi (2010), infine, non hanno evidenziato alcun incremento significativo di 
danno al DNA in linee cellulari primarie di mucosa nasale umana esposte a 
nanoparticelle di biossido di titanio-anatasio. 
La potenziale genotossicità sia della forma cristallina anatasio che di quella rutilo 
deve tuttavia essere ancora studiata in maniera approfondita, soprattutto 
relativamente a quelle linee cellulari che più di altre possono venire in contatto 
con queste sostanze.  
 
3.7 Il Comet assay per la valutazione del grado di frammentazione del 
DNA 
 
La determinazione quantitativa della presenza di rotture della doppia elica di DNA 
(strand breaks, SB), sia al livello del singolo che del doppio filamento, viene 
frequentemente utilizzata come biomarker per valutare l’effetto genotossico dei 
contaminanti. La produzione di SB è infatti ben correlata con le proprietà 
mutagene e/o cancerogene di contaminanti ambientali anche molto diversi tra loro 
(Mitchelmore & Chipman, 1998). La perdita di integrità della doppia elica può 
essere il prodotto di fattori fisici che agiscono in maniera diretta, come ad esempio 
le radiazioni UV ed i raggi X, o di agenti chimici che possono interagire 
direttamente con il DNA (come alcuni agenti alchilanti) oppure richiedere 
un’attivazione metabolica per divenire genotossici (come nel caso degli 
idrocarburi policiclici aromatici). Gli SB possono poi essere prodotti anche 
attraverso l’azione di taglio di enzimi di riparazione. Quindi, stando a quanto 
appena detto, appare chiaro come la valutazione della  quantità di SB sia un mezzo 
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per valutare l’effetto genotossico di una ampia gamma di composti, ognuno in 
grado di modificare il DNA in maniera diversa. E’ importante tenere presente che 
gli SB possono anche essere prodotti attraverso meccanismi non direttamente 
correlati con la genotossicità di un agente chimico. Esempi in condizioni naturali 
sono l’incremento nei livelli dei reagenti endogeni come i ROS (Reactive Oxygen 
Species) o l’ossido di azoto (Meneghini 1988; Epe, 1995), o l’attivazione di enzimi 
come le topoisomerasi (enzimi appartenenti alla classe delle isomerasi che sono in 
grado di aumentare o diminuire il grado di avvolgimento della superelica, ed 
hanno un ruolo fondamentale nella replicazione del DNA) e le endonucleasi 
(enzimi coinvolti nei processi di riparazione del DNA) (McConkey et al., 1988). La 
non specificit{ dei test che rilevano SB, insieme all’alta  sensibilità e applicabilità a 
diversi tipi cellulari, sono caratteristiche di fatto utili nella valutazione della salute 
umana e ambientale, anche se rappresentano al tempo stesso un limite. Esse infatti 
non permettono di capire a pieno quelle che sono le cause dell’effetto osservato 
(Mitchelmore & Chipman, 1998). 
La maggior parte delle analisi per gli SB si basa sul principio secondo cui la 
percentuale di DNA a singolo filamento che si separa dalla doppia elica, ad un pH 
elevato, è proporzionale al numero di SB presenti sulla molecola di DNA. Inoltre, in 
queste condizioni, i siti labili agli alcali (nucleotidi apurinici/apirimidinici) e quelli 
caratterizzati dalla presenza di addotti, vengono solitamente convertiti in SB 
(Shugart, 1994). Ci sono varie tecniche che consentono di mettere in evidenza 
questo tipo di danno genetico, ma tutte quante presentano vantaggi e svantaggi.  
Un approccio largamente utilizzato in questo ambito è noto come Comet assay, 
appellativo nato dalla tipica figura a cometa che è possibile osservare al 
microscopio a fluorescenza a seguito della corsa elettroforetica, cui vengono 
sottoposte le cellule da analizzare. E’ infatti visibile una “testa” della cometa, 
contenente il DNA ad elevato peso molecolare, ed una “coda”, costituita dai 
frammenti di DNA migrati durante la corsa. Diverse versioni del Comet assay sono 
di uso corrente. La versione principale, introdotta da Singh e collaboratori (1988) 
prevede l’utilizzo di elettroforesi alcalina (pH>13) per rilevare danno indotto da 
agenti fisici e chimici. Questa versione, capace di rintracciare nelle singole cellule 
rotture a singolo filamente, siti labili agli alcali (siti apurinici/apirimidinici (AP)), 
crosslinks e siti di riparazione incompleta, è nota come la Single cell gel 
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electrophoresis, (SCGE) anche se per ragioni storiche molti ricercatori si riferiscono 
ad essa come al “Comet assay”. Successivamente, Olive e collaboratori hanno 
adattato la tecnica neutra di Ostling e Johanson, di modo che il Comet assay 
includesse lisi delle cellule tramite un trattamento alcalino seguito da elettroforesi 
sia in condizioni di pH neutro (Olive et al., 1990) che lievemente alcalino (pH 12.1) 
(Miyamae et al., 1997), per poter evidenziare anche le rotture a singolo filamento. 
In generale, l’idea di base di questa procedura è quella di combinare l’elettroforesi 
su gel con la microscopia a fluorescenza, per visualizzare la migrazione dei 
frammenti di DNA da cellule individuali incluse in agarosio. Se il DNA, caricato 
negativamente, è danneggiato, la superelica di DNA è rilassata, e 
conseguentemente le estremit{ rotte sono in grado di migrare verso l’anodo 
durante l’elettroforesi. Al contrario, in caso di integrit{ della molecola, la mancanza 
di frammenti impedisce la migrazione. Rispetto ad altri metodi di rilevazione del 
danno genotossico, questo tipo di test presenta vantaggi notevoli (Olive & Banàth, 
2006). Si tratta infatti di una tecnica molto sensibile, economica e relativamente 
veloce da portare a termine. Per la lettura è richiesto un numero esiguo di cellule 
(un migliaio), e può essere applicata su qualunque tipo di cellula nucleata. Inoltre, 
è una tecnica semplice, e non è richiesta una particolare esperienza da parte del 
lettore per quanto riguarda l’analisi al microscopio. Il livello di danno viene 
misurato grazie ad una digitalizzazione delle immagini osservate al microscopio e 
l’utilizzo di un software sviluppato a questo scopo (Olive et al., 1990). 
Se da una parte i vantaggi di questa metodologia sono notevoli, dall’altra troviamo 
delle limitazioni non da trascurare. Prima di tutto, ci sono dei limiti pratici al 
numero di cellule, e di campioni, che possono essere analizzati. Nel migliore dei 
casi, possono essere esaminate 600 cellule all’ora, se analizzate individualmente, 
oppure 50 vetrini al giorno attraverso l’utilizzo di sistemi automatici. Una seconda 
limitazione del Comet assay è la necessità di avere una sospensione di cellule vitali. 
Se i campioni contengono prevalentemente cellule necrotiche o apoptotiche, non 
possono essere ottenute informazioni accurate sulla presenza di specifiche lesioni 
come rotture del DNA o danni al livello delle basi (Y.F. Sasaki et al., 2000). Il Comet 
assay non fornisce informazioni sulla taglia dei frammenti del DNA, dato che non 
vengono separati durante il breve periodo della corsa elettroforetica. Invece, 
all’aumentare del numero di rotture, la doppia elica si rilassa sempre di più, 
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lasciando un quantitativo sempre maggiore di frammenti liberi di migrare, perciò 
una più ampia frazione di DNA si allontana dalla testa della cometa. Un’accurata 
misurazione della dimensione dei frammenti richiederebbe l’utilizzo di tecniche 
più sofisticate (Cedervall et al., 1995). Una limitazione importante del Comet assay 
è il fatto che, durante l’interpretazione dei risultati, non è semplice trovare una 
relazione tra l’ammontare di danno dal DNA causato da uno specifico 
contaminante e l’impatto biologico che quel danno ha. Sostanze in grado di 
produrre legami crociati tra DNA-DNA e DNA-proteine possono occultare la 
presenza di rotture al livello di singolo filamento (Tice et al., 2000; Speit & 
Hartmann, 2005). Per questo motivo, l’analisi degli effetti delle misture di 
contaminanti, o di contaminanti con due diversi meccanismi in grado di produrre 
danno, può essere particolarmente problematica. E’ importante infine ricordare 
che il Comet assay misura il danno al DNA causato non solo dall’esposizione ad 
agenti genotossici, ma anche quello provocato da alterazioni mitocondriali o della 
membrana, attraverso apoptosi o necrosi (Olive & Banàth, 2006). 
La versione alcalina del Comet assay può evidenziare diversi tipi di danno al DNA 
in cellule eucariotiche trattate in vitro o in vivo utilizzando agenti genotossici, e 
grazie anche alla sua facilità di applicazione questo test è comunemente applicato 
nel monitoraggio umano (Albertini et al., 2000). Inoltre, i risultati del Comet assay 
possono essere correlati con saggi specifici per altri endpoints, per incrementare 
l’efficacia nella valutazione del rischio  (Valverde & Rojas, 2009).  
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4. SCOPO DELLA TESI 
Le indagini sviluppate nell’ambito di questa tesi traggono spunto dall'ancora 
limitata chiarezza di risultati inerenti gli effetti cellulari indotti dall’esposizione a 
biossido di titanio e dalla scarsità di informazioni relative agli aspetti 
ecotossicologici. Alla luce di queste considerazioni, questo lavoro si è proposto di 
studiare il potenziale genotossico del TiO2 su cellule umane, murine e di un cetaceo 
odontocete (Tursiops truncatus), utilizzando tecniche atte a valutare l’insorgenza 
di DNA strand breaks e danni cromosomici. La scelta di includere un mammifero 
marino nell’indagine è stata suggerita dall’interesse di verificare la suscettibilit{ di 
un predatore terminale della catena trofica marina – rappresentate di una gruppo 
di specie a rischio - nei confronti di un “contaminante emergente” quale viene 
ritenuto essere il biossido di titanio. Per l’esposizione sono state selezionate le due 
forme cristalline del biossido di titanio che più comunemente si rinvengono nei 
prodotti di uso corrente, il rutilo e l’anatasio; per quanto riguarda i tipi cellulari, la 
scelta è andata su leucociti e fibroblasti, sia in quanto comunemente utilizzati nelle 
indagini di cito e genotossicità, sia perchè, queste erano gli unici due tipi cellulari 
reperibili per la specie T. truncatus. 
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5. MATERIALI E METODI 
 
5.1 Allestimento delle colture di leucociti 
 
I campioni di sangue di tursiope sono stati prelevati da 5 delfini tenuti in cattività 
presso il delfinario “Oltremare” di Riccione. I campioni sono stati ottenuti tramite 
prelievi da quattro esemplari maschi e una femmina adulti . Il sangue prelevato, in 
quantità di circa 9 ml per ogni animale, è stato conservato in provette eparinizzate 
con litioeparina, trasportate direttamente in laboratorio in un contenitore isolato 
termicamente e mantenuto ad una temperatura di circa + 4-10° C. 
Per quanto riguarda i campioni di sangue umano, questi (4 ml) sono stati prelevati 
da due volontari sani di sesso maschile non fumatori(24-30 anni). 
 Per le esposizioni, i leucociti sono stati isolati dal sangue intero attraverso un 
processo di lisi, che lisa appunto gli eritrociti e permette di ottenere una 
sospensione cellulare il più arricchita possibile di soli leucociti (ciò è molto utile 
soprattutto per il sangue di tursiope, che è molto più ricco di globuli rossi rispetto 
al sangue umano). Ciascun campione viene risospeso delicatamente per 2-3 minuti 
con la soluzione di lisi fredda ( temperatura di 4°C ) in un rapporto di 1:7 
(sangue:soluzione di lisi), centrifugato a 3000 rpm per 5 min . Il precipitato viene 
poi lavato prima con 3,5 ml di RPMI-1640 e successivamente risospeso con 3,5 ml 
di mezzo costituito da: RPMI-1640; Siero Fetale Bovino(FBS) (10%); 
Penicillina/Streptomicina (PEN/STR) (1%) sempre centrifugando 3000 rpm per 5 
min. La sospensione di leucociti, così ottenuta, viene distribuita in provette 
eppendorf ed opportunamente trattata  con le sostanze da sperimentare. 
Al termine di ciascun tempo sperimentale la sospensione cellulare viene 
centrifugata (10 min a 1000rpm) e successivamente lavata con RPMI-1640 (per 
rimuovere il quantitativo di polveri residue) ed infine il precipitato così ottenuto è 
pronto per condurre i vari test.  
Tutte le operazioni su indicate vengono eseguite utilizzando luce gialla e in 
condizioni ambientali sterili. 
5.2 Allestimento delle colture di fibroblasti 
 
I fibroblasti di tursiope sono stati ottenuti tramite biopsia cutanea su esemplari 
selvatici; i campioni sono stati forniti dal Dipartimento di Scienze Ambientali 
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dell’Universit{ degli Studi di Siena. Dopo la biopsia, il campione di epidermide è 
stato lavato accuratamente e in seguito conservato in un mezzo di coltura 
completo costituito da: Mezzo Minimo Essenziale (MEM), sali di Earle e con L -
glutamina (Invitrogen) arricchito con il 10% di FBS gamma irradiato (Invitrogen), 
1% di soluzione di aminoacidi non essenziali 100X (Invitrogen), 1% di PEN/STR 
100X (Invitrogen) e 0,1% di Amphotericina B 100X (Invitrogen). In laboratorio 
ogni operazione è stata effettuata, in condizioni di assoluta  sterilità (usando cappa 
UV a flusso laminare e materiale monouso sterile).  La prima operazione 
consisteva nel lavaggio del campione con una soluzione bilanciata di Sali (EBSS) 
(Invitrogen), con PEN/STR 100X (Invitrogen), e con Amphotericina B 100X 
(Invitrogen). Quindi la pelle è stata sezionata con un bisturi monouso in piccole 
parti, con taglio verticale per consentire di ottenere sezioni dell’intero campione 
comprendenti tutti gli strati dell’epidermide, il derma ed una piccola parte di 
grasso sottocutaneo. Le sezioni sono state poste in una piastra Petri ed incubate 
con una soluzione di Tripsina-EDTA 1X (Invitrogen) per 20 minuti a 37°C. Dopo un 
ulteriore lavaggio con mezzo di coltura completo per togliere tutti i residui di 
tripsina, le sezioni sono state poste in fiasche Falcon da 50 ml. Dopo 24 ore in 
incubatore ad aria con il 5% di CO2, nelle fiasche Falcon è stato aggiunto 1 ml di 
mezzo completo, che verrà sostituito dopo 24 h con mezzo fresco. Il mezzo è stato 
cambiato ogni giorno per un periodo variabile da 5 a 15 giorni in cui avviene la 
proliferazione dei 49 primi fibroblasti. Da questo punto in poi il mezzo è stato 
cambiato ogni 2-3 giorni in funzione dello stato della coltura relativo sia al 
consumo dei nutrienti del mezzo e conseguente produzione di cataboliti sia allo 
sviluppo di infezioni batteriche e/o fungine. Al 90% di confluenza cellulare, i 
fibroblasti sono stati messi in una fiasca Falcon da 150 ml trattandoli con 2 ml di 
Tripsina-EDTA 1X (Invitrogen) di cui 1 ml è stato tolto dopo circa 20 secondi e 
l’altro millilitro è stato lasciato per circa 5 min per permettere il completo 
distaccamento delle cellule dal fondo della fiasca Falcon 50 ml. Quando tutti i 
fibroblasti si sono separati, sono stati raccolti con 4 ml di mezzo completo e 
trasferiti nella fiasca Falcon da 150 ml, portando poi il volume a 15 ml con mezzo 
completo. Alla confluenza nella fiasca Falcon da 150 ml, è stato effettuato il 
passaggio nella fiasca Falcon da 250 ml con la stessa metodica precedentemente 
descritta, cambiando solo i volumi dei vari mezzi. Una volta raggiunta la confluenza 
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in quest’ultima fiasca è stato possibile procedere al loro utilizzo immediato per 
l’esperimento.  
Per quanto riguarda i fibroblasti umani e murini, sono state utilizzate 
rispettivamente linee cellulari HuDE e 3T3 (le prime sono state gentilmente fornite 
dalla Dottoressa Tatiana Armeni, dell'Università Politecnica delle Marche. Le linee 
di fibroblasti murini sono state gentilmente fornite dalla Dottoressa Antonella 
Cecchettini, Università di Pisa). Dopo lo scongelamento, entrambe le linee cellulari 
sono state poste in fiasche da coltura T75 con 15 ml di mezzo di coltura composto 
da DMEM ( Euroclone Spa) , FBS( 10%), PEN/STR(1%) e L-Glutammina (1% ) e 
incubate a 37°C . Raggiunta la confluenza, le cellule sono state staccate mediante 
Tripsina 2,5% per 10' a 37°C, in seguito inattivata aggiungendo mezzo completo in 
rapporto 1:3; una volta recuperate, le cellule sono state  poste in pozzetti di piastre 
P24 in cui successivamente è stato condotto il trattamento. Al termine dei vari 
tempi di esposizione le cellule sono state lavate con HBSS (Euroclone Spa) per 
rimuovere eventuali residui di polvere di trattamento, staccate nuovamente con 
Tripsina 2,5% per 10' a 37°C e recuperate per andare ad effettuare i vari test. 
5.3 Sostanze utilizzate ed esposizione 
 
Per quanto riguarda l’esposizione dei leucociti e dei fibroblasti sono state utilizzate 
due diverse forme di biossido di titanio, il rutilo e l’anatasio, caratterizzate da 
strutture cristalline diverse. 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. Struttura cristallina del rutilo (A) e dell’anatasio (B).  
 
Entrambi i tipi di particelle sono stati acquistati da Sigma-Aldrich: l’anatasio 
possedeva una dimensione nominale inferiore a 25nm (peso specifico/densità, 
A) B) 
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4g/cm3) mentre la forma cristallina rutilo aveva una dimensione nominale 
inferiore ai 5000nm (peso specifico / densità, 4.26 g/cm3). Le polveri, dopo la 
pesata, sono state sterilizzate in stufa a 120° C per 120 minuti. Successivamente, è 
stata preparata una soluzione “madre”, in cui le polveri sono state disperse nel 
mezzo completo (costituito da DMEM o RPMI-1640 a secondo del tipo cellulare 
trattato), FBS( 10%), PEN/STR(1%) e L-Glutammina (1% ). In seguito, entrambi i 
tipi di polvere sono stati sottoposti a sonicazione a 35 kHz per 30 minuti 
utilizzando un sonicatore “bath type” (transoning 460 ELMA) per ridurre 
l’aggregazione tra le particelle prima dell’esposizione. 
L’esperimento ha previsto l’utilizzo del Comet assay, effettuato sia sui leucociti 
isolati (umani e di tursiope) sia sui fibroblasti (umani, murini e di tursiope) per la 
valutazione del grado di frammentazione del DNA.  
I leucociti isolati di tursiope e umani, sono stati esposti (in due repliche) a tre dose 
differenti di entrambe le polveri (20, 50 e 100µg/ml) e a tre tempi di esposizione 
(4, 24 e 48h). I fibroblasti delle tre specie (HuDE, 3T3, tursiope) sono stati esposti 
(in due repliche) a quattro dosi diverse di entrambi le polveri (20, 50, 100 e 150 
µg/ml) e a tre tempi di esposizione (4, 24 e 48 h). L'introduzione della quarta dose 
(150µg/ml) è stata motivata dal fatto che i fibroblasti tendono ad essere  cellule 
resistenti, e risultava dunque interessante valutare il potenziale effetto di 
entrambe le sostanze a dosi elevate. Come controllo positivo è stato utilizzato il 
metilmetansulfonato (MMS 0,5mM). 
 
5.4 Test del Trypan blue per la vitalità cellulare  
 
La vitalità cellulare, sia per i leucociti che per i fibroblasti, è stata valutata 
utilizzando il test del Trypan blue. Il test è stato effettuato prelevando 10μl di 
sospensione cellulare per ciascuna dose ad ogni tempo di esposizione (4, 24 e 48 
h). 
Il Trypan blue è un colorante vitale diazoico che colora selettivamente in blu le 
cellule morte, mentre non modifica la colorazione delle cellule vive, che presentano 
membrane cellulari integre. Dal momento che le cellule sono molto selettive 
riguardo ai composti che possono attraversare la membrana, in una cellula vitale il 
colorante non è internalizzato, mentre risulta libero di attraversare la membrana 
di una cellula morta. Il conteggio è stato eseguito al microscopio ottico utilizzando 
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un emocitometro (camera di Bürker), diluendo opportunamente la sospensione 
cellulare con il colorante (diluizione 1:1).  
La vitalità, espressa in percentuale, è stata ottenuta dividendo il numero di cellule 
vitali per il numero totale di cellule.  
5.5 Comet assay 
 
Le sospensioni di leucociti e fibroblasti, sono state centrifugate a 1000 rpm per 10 
minuti, in modo da separare precipitato e sopranatante. Una volta aspirato 
quest’ultimo, il sedimento risultante è stato risospeso in 150 μl di Low Melting 
Agarose (LMA) 0,5% dissolto in PBS a 37°C, in modo da avere 75 μl di soluzione 
per ogni vetrino impiegato. Per ogni punto sperimentale, sono stati utilizzati due 
vetrini da analizzare attraverso il Comet assay. Il precipitato è incorporato nel LMA 
stratificato su un vetrino da microscopia, precedentemente ricoperto con uno 
strato di Normal Melting Agarose (NMA) all’1% ,ricoperto da un vetrino 
coprioggetto. ed infine adagiato su di una piastra metallica fredda.  La copertura 
del vetrino col coprioggetto ha lo scopo di far distendere lo strato di gel. (Tice et al., 
2000) Il vetrino è posto a “solidificare” al buio a +4°C; dopo 5 minuti viene tolto il 
coprioggetto e aggiunti 85 μl di LMA, di nuovo coperto con il coprioggetto e 
lasciato solidificare ulteriormente a 4°C per altri 5 minuti. Dopo la solidificazione 
del terzo strato di gel, è stato delicatamente tolto il vetrino coprioggetto ed i vetrini 
sono stati immersi nella soluzione di lisi e tenuti in frigorifero, al buio, sempre a 
+4°C. La soluzione di lisi viene preparata a partire da una soluzione di prelisi (NaCl 
2,5M, Na2EDTA 100mM, Trizma Base 10mM, pH 10) alla quale, poco prima 
dell’uso, vengono aggiunti dimetilsulfossido  (DMSO) al 10% e Triton X 100 all’1%. 
Tale soluzione deve essere fresca (preparata una mezz'ora prima del suo utilizzo) 
e fredda. I vetrini così preparati possono rimanere in lisi non meno di un’ora, e fino 
ad un mese. La funzione della soluzione di lisi è  quella di rompere le membrane 
cellulari e nucleari, in modo da permettere al DNA nudo di rimanere allocato nel 
gel, in assenza di citosol, organuli e membrane. Tutte le operazioni sono state 
svolte ad una temperatura di 20°C, ed in condizioni di luce gialla, allo scopo di 
evitare un danno aggiuntivo al DNA. 
Una volta tolti dalla soluzione di lisi i vetrini sono stati disposti in una camera 
elettroforetica orizzontale. Quindi sono stati ricoperti con una soluzione tampone 
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alcalina fredda (NaOH 300mM, Na2EDTA 1mM, pH >13), allo scopo di denaturare 
la doppia elica di DNA, per 20 minuti. E’ stato scelto di applicare la versione 
alcalina (pH >13) del Comet assay per rilevare, oltre alle rotture a doppio e singolo 
filamento, anche le rotture dovute alla presenza di siti labili agli alcali. Avvenuta la 
denaturazione del DNA, è stata eseguita la corsa elettroforetica, della durata di 20 
minuti a 25V e 300 mA. Dopo la corsa, i vetrini sono stati trattati per tre volte con 2 
ml di una soluzione neutralizzante (Tris-HCl, pH 7.5) al fine di ripristinare un pH 
quasi neutro e consentire la successiva colorazione. Una volta asciutti, i vetrini così 
preparati vengono conservati in scatole porta-vetrini, in ambiente secco. 
Al momento dell’osservazione, i vetrini sono stati co lorati con 100 μl di bromuro di 
etidio (2 μg/ml) ed analizzati al microscopio a fluorescenza (Jeneval) a 40 
ingrandimenti. La migrazione del DNA verso l’anodo, proporzionale al danno 
genetico, è stata valutata mediante un sistema di analisi dell’immagine collegato al 
microscopio (Komet 4, Kinetic imaging, Ldt). Il parametro utilizzato per valutare il 
danno al DNA è stato la percentuale di DNA migrato nella coda, dal momento che 
altri parametri come la lunghezza della coda ed il tail moment si sono dimostrati 
influenzabili da variabili sperimentali (McKelvey-Martin et al., 1993). 
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5.6 Analisi statistica 
 
Per quanto riguarda i risultati relativi al Comet assay, è stato stimato, per entrami i 
tipi di cellula, l’effetto delle dosi di esposizione alle due forme di biossido di titanio 
e del tempo di esposizione. Per ognuno di questi punti sperimentali sono stati 
allestiti due vetrini, dove per ogni vetrino sono state lette 25 cellule. Per ogni 
replica sono stati così ottenuti i valori medi e le deviazioni standard della 
percentuale di DNA migrato. Al valore medio di danno al DNA indotto dalle 
sostanze testate (T) è stato sottratto quello del rispettivo controllo (C); in tal modo 
è risultato più semplice comparare l’effetto tra le differenti linee cellulari, che 
risultavano caratterizzate da differenti livelli basali di danno al DNA. 
Nonostante la distribuzione dei dati non fosse di tipo gaussiano, è stato utilizzato 
un metodo statistico di tipo parametrico, secondo le indicazioni di Lovell e Omori 
(2008). Utilizzando il programma informatico SGWIN di Windows è stata quindi 
condotta l’analisi multifattoriale della varianza (MANOVA) considerando le 
variabili “sostanza”, “dose”, “tempo sperimentale” e “replica” (vetrino) e valutando 
la variazione del parametro “ percentuale di DNA migrato (T-C)” in funzione di 
queste variabili. Per rilevare le differenze statisticamente significative nella  
migrazione del DNA, nell’ambito del modello statistico scelto, è stato utilizzato il 
Multiple Range Test (MRT) ponendo p < 0.05.  
 
5.7 Microscopia elettronica a trasmissione 
 
Al fine di valutare l’aggregazione delle particelle, subito dopo la sonicazione, si è 
provveduto ad eseguire un’indagine con il microscopio elettronico a trasmissione 
100 SX Jeol (TEM). In particolare, la sospensione madre di ciascuna polvere è stata 
diluita 1:10 e deposta su retini di rame per TEM (150 mesh) ricoperti da una 
membrana di formvar. 
Volendo poi andare a saggiare l’internalizzazione delle particelle, dopo 
l’esposizione alle due forme cristalline di TiO2 i pellets sono stati lavati dal residuo 
della sostanza e trattati con fissativo di Karnovsky (Karnovsky, 1965) per 5 ore a 
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4°C, lavati in tampone sodio cacodilato 0.1M overnight, post-fissati in osmio 
tetrossido 1% per 2 ore al buio e temperatura ambiente , nuovamente lavati nello 
stesso tampone e disidratati in serie graduata di etanolo. L'eliminazione dell'acqua 
è stata perfezionata in ossido di propilene. Successivamente, i preparati sono stati 
preinclusi in EponAraldite (Mollenhauer, 1964)- ossido di propilene 1:1 overnight, 
in EponAraldite pura per 6 ore ed al termine inclusi definitivamente in 
EponAraldite a 60°C per 48 ore: Sezioni ultrasorttili (70-90 nm) sono state 
ottenute mediante un ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E, raccolte su retini 
di rame e contrastate con acetato di uranile e citrato di piombo (Raymolds, 1963) 
in successione. L'indagine ultrastrutturale è stata eseguita mediante un JEOL 100 
SX T.E.M. ad un potenziale di 80 kV. 
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6. RISULTATI 
 
6.1 Vitalità cellulare 
 
I valori di vitalità dei leucociti, sia umani che di tursiope, ottenuti dopo i vari 
trattamenti sono risultati molto elevati, compresi tra l’85 e il 100 % di cellule vitali, 
anche dopo esposizione alle dosi più elevate (50, 100 μg/ml) di biossido di titanio, 
per tutti i tempi di esposizione e per entrambe le forme cristalline. La vitalità dei 
fibroblasti risulta elevata sia nelle cellule murine che in quelle umane, mentre si 
registrano valori inferiori di vitalità (50-60 %) nei fibroblasti di tursiope esposti ad 
alcune dosi per entrambe le forme di TiO2 per tutti i tempi di esposizione (dati non 
mostrati). 
 
6.2 Danno al DNA 
 
Per ciascuna tipologia cellulare, sono stati valutati gli effetti dovuti all’esposizione 
a concentrazioni crescenti di entrambi le forme di TiO2 (rutilo e anatasio) e a tempi 
crescenti. Prima di valutare l’effetto di ciascuna sostanza è stato valutato il grado di 
frammentazione basale del DNA per ciascuna tipologia cellulare, i cui risultati sono 
mostrati in Fig. 2. 
 
Fig. 2. Grado di frammentazione basal e del DNA rispettivamente nei fibroblasti murini, fibroblasti 
di tursiope, fibroblasti umani, leucociti di tursiope e leucociti umani. Le lettere indicano differenze 
significative (p < 0.05) tra i livelli basali di frammentazione dei diversi tipi cellulari.  
 38 
 
Dall’analisi della varianza (ANOVA) emergono differenze statisticamente 
significative tra i livelli basali di danno genetico nei diversi tipi cellulari indagati. In 
particolare, i leucociti di tursiope sembrano avere livelli basali di danno più elevati 
rispetto ai fibroblasti e ai leucociti umani. Pertanto, al fine di poter meglio valutare 
l’effetto dei trattamenti in vitro, i valori basali sono stati sottratti al valore medio di 
danno al DNA indotto dalle varie sostanze, alle varie concentrazioni. In questo 
modo è stato possibile confrontare l’effetto netto di ciascuna sostanza tra i diversi 
tipi cellulari. 
 
6.2.1 Risultati leucociti 
 
Per quanto riguarda i leucociti umani e di tursiope sono state riportate (Fig. 3-6) le 
medie e le deviazioni standard relative alla % di DNA migrato dopo l’esposizione a 
tre dosi crescenti di entrambe le polveri di TiO2 (20, 50 e 100 µg/ml), e a tre tempi 
di esposizione (4, 24 e 48 h).  
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LEUCOCITI UMANI 
 
 
 
Fig. 3. Grado di  frammentazione del DNA, espresso come di fferenza tra trattamento e controllo (T -
C), in l eucociti umani esposti a TiO2 nella forma cristallina anatasio. L’asterisco indica una 
differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo 
(trattato con MMS). 
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Fig. 4. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo (T-
C), in leucociti umani esposti a TiO2 nella forma cristallina rutilo. L’asterisco indica una differenza 
significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo (trattato con 
MMS). 
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Nei grafici relativi ai leucociti umani (Figg. 4 e 5) non si osserva alcun effetto 
significativo di entrambe le forme di TiO2  per tutti i tempi sperimentali, ad 
eccezione di un effetto puntiforme osservato per la dose 100 μg/ml indotta dalla 
forma micrometrica rutilo dopo 4 ore di trattamento. 
 
LEUCOCITI DI TURSIOPE 
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 Fig. 4. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo 
(T-C), in leucociti di tursiope esposti a TiO2 nella forma cristallina anatasio. L’asterisco indica una 
differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo 
(trattato con MMS). 
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Fig. 6. Fig. 4. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e 
controllo (T-C), in leucociti di tursiope esposti a TiO2 nella forma cristallina rutilo. L’asterisco indica 
una differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo 
(trattato con MMS). 
Come si può notare dai grafici delle Figg. 5 e 6 i leucociti di tursiope rispondono 
all’esposizione a entrambe le forme di TiO2 mostrando in generale un incremento 
 44 
del grado di frammentazione del DNA rispetto ai relativi controlli. Un effetto 
genotossico risulta osservabile già dopo 4 ore di esposizione a tutte le dosi per il 
rutilo ed alla dose più elevata per l’anatasio. Alla 24esima ora di tr attamento 
entrambe le sostanze hanno indotto un incremento significativo del danno, 
rispetto ai controlli, a tutte le dosi utilizzate. Alla 48esima ora entrambe le 
sostanze continuano a mantenere un effetto genotossico alle due dosi più elevate 
(50-100µg/ml). 
 
6.2.2 Risultati fibroblasti 
 
Per quanto riguarda i fibroblasti umani, di topo e di tursiope, come si può notare 
dai grafici mostrati in Figg 7 e 8, i fibroblasti umani rispondono all’esposizione a 
entrambe le forme di TiO2 con un incremento del grado di frammentazione del 
DNA. Sia per quanto riguarda la forma cristallina anatasio, che nel caso di quella 
rutilo, a seguito dell’esposizione a 4 ore è possibile osservare un incremento di 
danno al DNA all’aumentare della dose (Fig. 7-8 A). L’effetto genotossico indotto 
dal TiO2 anatasio a 4 h di esposizione non è più rilevabile dopo 24 e 48 h di 
esposizione (Figg. 7B, 7C). Diversamente, nel caso del rutilo, le cellule continuano a 
mostrare un grado di frammentazione del DNA significativamente maggiore al 
controllo dopo 24 h (sebbene solo alle dosi più alte) (Fig. 8B)e 48 h di esposizione 
(alle dosi 20 e 150µg/ml) (Fig. 8C). 
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FIBROBLASTI UMANI (HuDE)   
 
Fig. 7. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo (T-
C), in fibroblasti umani (cellule HuDE) esposti a TiO2 nella forma cristallina anatasio. L’asterisco 
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indica una differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo 
positivo (trattato con MMS).  
 
 
Fig. 8. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo (T-
C), in fibroblasti umani (cellule HuDE) esposti a TiO2 nella forma cristallina rutilo. L’asterisco indica 
una differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo 
(trattato con MMS). 
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FIBROBLASTI MURINI (3T3) 
 
Fig. 9. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo (T-
C), in fibroblasti  murini (cellule 3T3) esposti a TiO2 nella forma cristallina anatasio. L’asterisco 
indica una differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo 
positivo (trattato con MMS).  
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Fig.10. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo (T-
C), in fibroblasti murini (cellule 3T3) esposti a TiO2 nella forma cristallina rutilo. L’asterisco indica 
una differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo 
(trattato con MMS). 
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I grafici mostrati nelle Figg 9 e 10, relativi ai  fibroblasti murini mostrano un effetto 
genotossico significativo di entrambe le forme di TiO2 dopo 4 ore di esposizione sia 
alle dosi più basse che a quelle più elevate. Dopo 24 ore di esposizione ad 
entrambe le forme cristalline si assiste ad una riduzione delle dosi in grado di 
causare un incremento significativo della frammentazione del DNA rispetto al 
controllo che, nel caso dell’ anatasio, è limitata alla dose 50 µg/ml; mentre nel caso 
del rutilo tale effetto permane in seguito a trattamento con le dosi più elevate (100 
e 150 µg/ml). Dopo 48 ore di esposizione le cellule esposte a TiO2 anatasio 
continuano a mostrare un incremento della frammentazione del DNA rispetto a l 
controllo (alle dosi 50 e 150µg/ml) mentre quelle esposte a rutilo non evidenziano 
alcun incremento significativo. 
 
FIBROBLASTI DI TURSIOPE 
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Fig. 11. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo (T-
C), in fibroblasti di tursiope esposti a TiO2 nella forma cristallina anatasio. L’asterisco indica una 
differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo 
(trattato con MMS). 
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Fig. 12. Grado di frammentazione del DNA, espresso come differenza tra trattamento e controllo (T-
C), in fibroblasti di tursiope esposti a TiO2 nella forma cristallina rutilo. L’asterisco indica una 
differenza significativa rispetto al controllo (* p < 0.05). 0 = controllo; C+ = controllo positivo 
(trattato con MMS). 
Come si può notare dai grafici, i fibroblasti di tursiope rispondono all’esposizione a 
entrambe le forme di TiO2 incrementando il grado di frammentazione del DNA 
(Figg. 11 e12). Tuttavia, anche in questo caso, gli effetti più marcati sono 
osservabili in seguito a 4 ore di trattamento, laddove entrambe le sostanze 
risultano avere un effetto significativo soprattutto a dosi medio -basse (20, 50 e 
100 µg/ml). Dopo 24-48 ore di trattamento, non si osservano differenze 
significative nel grado di frammentazione rispetto ai controlli (ad eccezione delle 
cellule esposte ad anatasio 20μg/ml per 24h e a rutilo150μg/ml per 48 h), 
verosimilmente a causa di una più elevata variabilità dei dati.  
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6.3 MICROSCOPIA ELETTRONICA A TRASMISSIONE  
 
L’analisi tramite microscopia elettronica a trasmissione delle  sospensioni ottenuti 
per le due forme di biossido di titanio ha mostrato che sia le particelle di anatasio 
che quelle di rutilo si associavano tra loro nella soluzione (RPMI) utilizzata per 
l’esposizione, formando aggregati di diverse dimensioni anche dopo il trattamento 
mediante sonicazione. La distribuzione di frequenza delle dimensioni evidenziava 
un limitato numero di particelle singole e/o piccoli aggregati < 100 nm e un grande 
numero di aggregati con dimensioni variabili da pochi a molt i μm, sia nella 
sospensione di anatasio che in quella di rutilo (Fig. 13). 
 
 
Fig. 13.  Micrografie elettroniche delle polveri di biossido di titanio utilizzate per i trattamenti. A: 
rutilo; B: anatasio  
In entrambi i casi si nota un elevato grado di aggregazione anche in seguito a 
sonicazione delle sospensioni utilizzate per l’esposizione in vitro. Pertanto, 
sebbene la dimensione nominale dei due tipi di particelle usate in questa tesi sia 
diversa, anatasio e rutilo formano aggregati di dimensioni simili quando le due 
polveri sono sospese nel mezzo utilizzato per gli esperimenti di esposizione. 
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L’osservazione al microscopio ottico delle cellule esposte a TiO2 lasciava intuire un 
massiccio accumulo di particelle all’interno del citoplasma, particolarmente 
evidente nei fibroblasti (Fig. 14).  
 
Fig.14. Fibroblasti murini (3T3) esposti a TiO2 osservati al microscopio ottico. La colorazione 
discrimina tra cellule vive (bianche) e morte (blu). In entrambi i casi è possibile osservare la 
presenza di particelle all'interno del citoplasma (1300X).  
 
Per indagare con maggiore dettaglio la localizzazione intracellulare del TiO2 sono 
state condotte indagini mediante microscopia elettronica a trasmissione, 
limitatamente ai fibroblasti murini 3T3. Le immagini ottenute hanno evidenziato la 
presenza di aggregati di anatasio all’interno di numerosi vacuoli citoplasmatici (Fig 
15 A-B), verosimilmente derivati dalla fusione di vescicole endocitotiche, 
indicazione di una captazione cellulare attiva delle polveri da parte della cellula. 
Nel caso del rutilo la qualità delle inclusioni in resina è risultata compromessa 
dalla maggiore dimensione dei cristalli, rispetto a quanto osservato per l’anatasio 
(Fig.15); tuttavia, anche per questa forma di TiO2 è stata verificata la capacità di 
penetrare nella cellula e di localizzarsi all’interno di vacuoli membranosi, dove 
erano visibili cristalli singoli dalle dimesioni massime di 1-2μm (Fig. 15 C). In 
nessun caso sono state osservate particelle di TiO2 all’interno del nucleo. 
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Fig. 15. Micrografie elettroniche di fibroblasti di tursiope esposti a biossido di titanio, nei quali si 
osserva una nassiccia internalizzazione delle particelle. A, B: cellule esposte ad anatasio; C: cellule 
esposte a rutilo  
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7. DISCUSSIONE 
In questo studio abbiamo indagato il potenziale genotossico delle due più comuni 
forme cristalline del biossido di titanio (rutilo e anatasio) su differenti tipi cellulari 
umani, murini e di tursiope. In generale, i risultati mostrano un tasso di vitalità 
cellulare molto alto, sia per i leucociti che per i fibroblasti, dopo ogni dose e tempo 
di esposizione ad entrambe le suddette forme cristalline. Nei leucociti infatti, i 
valori percentuali di vitalit{ risultano compresi tra l’85% e il 100% anche dopo 
esposizione alle dosi più elevate di TiO2 (50, 100μg/ml) di cellule umane e di 
tursiope. Anche nei fibroblasti la vitalità risulta elevata, sia per le cellule murine 
che quelle umane, registrando tuttavia valori inferiori di (50-60%) nei fibroblasti 
di tursiope per entrambe le forme cristalline. Questi risultati sono sostanzialmente 
concordi con quanto riportato da Hackenberg e colleghi (2010a;b), i quali non 
hanno registrato alcun effetto citotossico significativo (valutato mediante il 
metodo del Trypan blue) in cellule epiteliali nasali umane e linfociti di sangue 
periferico umano trattate con nanoparticelle di anatasio. Similmente, anche cellule 
epiteliali bronchiali BEAS-2B si sono mostrate resistenti nei confronti del 
trattamento con TiO2 (Battacharya et al., 2009); tuttavia, gli stessi autori hanno 
descritto un effetto citotossico significativo in fibroblasti umani (linea cellulare 
IMR90) esposti a dosi elevate di TiO2, senza tuttavia specificarne la forma 
cristallina. Con la stessa tecnica, Shukla e colleghi (2011) hanno evidenziato un’alta 
vitalità (90%) in cellule epidermiche umane (A431), in seguito a trattamento con 
anatasio nanoparticellato. Tuttavia, nel medesimo studio sono state condotte 
analisi in parallelo attraverso l'applicazione di test basati sull'utilizzo di coloranti 
vitali (MTT assay e neutral red uptake assay (NRU))registrando un lieve effetto 
citotossico della sostanza. Questo dato suggerisce che il Trypan blue assay, se 
confrontato con altri saggi utilizzati in letteratura, possa sottostimare l’effetto 
citotossico della sostanza analizzata. In generale alcuni autori, utilizzando saggi 
diversi dal Trypan blue, riportano che l'esposizione a nanoparticelle di TiO2 può 
indurre una riduzione della vitalità cellulare (Hussain et al., 2005; Wang et al., 
2007; Jin et al., 2008; Simon-Deckers et al., 2008; Di Virgilio et al., 2010). In alcuni 
casi, l’effetto citotossico indotto dall’esposizione a TiO2 micro e nanoparticellato, è 
risultato essere dose dipendente in fibroblasti HFF-1 (Lai et al., 2008) e in cellule 
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epiteliali polmonari A549 umane (Park et al., 2007). Dall’insieme dei dati 
disponibili in letteratura, i fibroblasti risultano essere maggiormente suscettibili 
all’esposizione a TiO2. 
I risultati relativi al potenziale genotossico del TiO2 sui leucociti mostrano una 
diversa suscettibilità delle cellule umane e di tursiope ed un effetto paragonabile 
delle due forme cristalline. In particolare, non si osserva alcun effetto  da parte di 
entrambe le forme cristalline nei leucociti umani, ad eccezione dell’esposizione a 
rutilo, dove si è osservato un incremento significativo del danno al DNA rispetto al 
controllo alla dose più alta (100 µg/ml) e ad un tempo sperimentale (4h). Appare 
invece evidente come entrambe le sostanze inducano un effetto genotossico 
significativo sui leucociti di tursiope, per tutti i tempi di esposizione, alle dosi di 50 
e 100 µg/ml La scarsa suscettibilità dei linfociti umani al TiO2 trova conferma nei 
risultati di altri autori che hanno descritto la comparsa di danni genetici solo a dosi 
assai elevate (100–130µg/ml), rispettivamente in cellule umane linfoblastoidi 
(WIL2-NS) (Wang et al., 2007) ed in cellule isolate da sangue periferico (Kang et al., 
2008), o l’assenza totale di effetto come riportato per colture primarie di linfociti 
da (Hackenberg et al. 2010b). 
Inoltre, sempre Kang e colleghi (2008) hanno mostrato che TiO2 
nanodimensionato può indurre un aumento nell’espressione della proteina p53 nei 
linfociti umani, associata ad aumento di ROS e genotossicità. Il gene p53, 
soppressore di tumori, è responsabile dell’arresto del ciclo cellulare e, attivando la 
trascrizione dei geni per la riparazione del DNA, previene la conversione del danno 
in mutazione; tuttavia se il danno è esteso, la proteina p53 innesca l’apoptosi al 
fine di eliminare la cellula (Lane, 1992). 
Dai nostri risultati relativi ai leucociti emerge dunque una maggiore suscettibilità 
del tursiope verso entrambe le forme di TiO2 rispetto alla specie umana 
(Bernardeschi et al., 2010). Questo dato non sembra essere generalizzabile ad altre 
classi di contaminanti ambientali; infatti, studi precedentemente svolti presso il 
nostro laboratorio, hanno messo in evidenza che i leucociti di tursiope sono 
significativamente più resistenti al danno genetico indotto dall’esposizione a 
metilmercurio (la forma di mercurio più diffusa nell’ambiente marino e rinvenibile 
nelle specie ittiche che compongono la dieta dei cetacei odontoceti) rispetto a 
quelli umani (Betti et al., 1996; Taddei et al., 2001) Questa differenza è stata 
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interpretata come possibile conseguenza di una maggiore efficacia dei meccanismi 
di riparazione del DNA (Betti et al., 1996; Taddei et al., 2001). Una ulteriore 
strategia di difesa cellulare attuata dai cetacei odontoceti nei confronti del 
metilmercurio consiste nella trasformazione di questa sostanza in una forma 
insolubile e quindi non tossica (selenuro di mercurio – HgSe) che si accumula 
prevalentemente nel fegato all’interno delle cellule del sistema reticolo -endoteliale 
(Nigro e Leonzio, 1996;). La scarsa suscettibilità dei cetacei odontoceti nei 
confronti del mercurio, unitamente alle peculiari modalità di detossificazione ed 
accumulo sono state interpretate come il prodotto di un adattamento nei confronti 
della tossicit{ di un elemento che è un costituente naturale dell’ambiente marinio e 
del quale gli odontoceti hanno fatto esperienza nei tempi lunghi dell’evoluzione 
biologica. Diversamente, la tolleranza che il tursiope ha mostrato nei confronti del 
mercurio non sembra estendersi ad altre classi di sostanze, tra le quali sono inclusi 
alcuni tra i più comuni contaminati come gli organoclorurati (Marsili et al., 2001), 
la cui recente immissione nell’ecosistema marino ha cause umane. Sebbene non sia 
possibile estendere un dato ottenuto in vitro all’intero organismo, i risultati 
ottenuti in questo studio sembrano delineare un quadro di suscettibilità del 
tursiope nei confronti di una sostanza, il biossido di titanio che è considerato un 
“contaminante emergente” in relazione all’entit{ del suo impiego industriale  
Per quanto riguarda i risultati relativi ai fibroblasti, è stato osservato un effetto 
genotossico di entrambe le sostanze in tutte le specie indagate in questo studio. In 
particolare, entrambe le forme di TiO2 inducono nei fibroblasti umani, murini e di 
tursiope un effetto genotossico significativo dopo 4 ore di esposizione ad entrambe 
le forme. In particolare, nelle cellule umane (HuDE) ed in quelle murine (3T3) si 
può osservare un effetto in corrispondenza di ciascuna dose testata, sia 
relativamente all’esposizione a rutilo che ad anatasio. Questo effetto si riduce in 
maniera consistente dopo 24 h di trattamento, arrivando in alcuni casi a 
scomparire definitivamente, verosimilmente a causa di una maggiore dispersione 
dei dati che non fa emergere differenze significative tra cellule esposte e quelle di 
controllo. 
La genotossicità del TiO2 è stata riscontrata anche in cellule epiteliali bronchiali 
BEAS-2B (Gurr et al., 2005; Falck et al., 2009), in fibroblasti murini (Jin et al., 
2008), e in cellule epidermiche umane A431 (Shukla et al., 2010). Tut tavia, dalla 
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letteratura emergono risultati contrastanti, infatti, alcuni articoli non riportano 
alcun efetto genotossico significativo per il TiO2 (in forma nanoparticellata) 
rispettivamente in cellule della mucosa nasale umana (Hackenberg et al., 2010a), 
cellule epiteliali bronchiali umane (BEAS-2B) (Battacharya et al., 2009), fibroblasti 
umani IMR-90 (Battacharya et al., 2009) e in cellule di fegato di ratto (BRL-3°) 
(Hussain et al., 2005). 
In generale i nostri dati evidenziano che i fibroblasti, rispetto ai leucociti, 
subiscono gli effetti genotossici di entrambe le forme cristalline principalmente ai 
tempi di esposizioni brevi (4h) mostrando una discreta capacità riparativa del 
DNA nei tempi di esposizione successivi. In particolare, è possibile osservare come 
nel caso dei fibroblasti umani, dopo 24 ore di trattamento non sia possibile 
osservare alcun danno causato dall’esposizione alla forma cristallina anatasio, 
condizione che permane anche dopo 48 ore.  
Questo risultato potrebbe essere spiegato dal fatto che i meccanismi di riparazione 
sembrano avere una soglia di danno per entrare in azione (Rothkamm & Löbrich 
2003). Analogamente, anche l’induzione del processo apoptotico in risposta al 
danno genetico si verifica dopo che la cellula ha accumulato danni al DNA fino al 
raggiungimento di una soglia critica (Brodsky et al., 2004). Pertanto, l’attenuazione 
o completa scomparsa della risposta genotossica osservata nei fibroblasti dopo 
24–48 h di esposizione a TiO2 potrebbe, almeno in alcuni casi, risultare 
dall’attivazione dei meccanismi di riparazione del DNA, successivamente alle 4 h di 
esposizione e/o dall’eliminazione per apoptosi delle cellule più danneggiate.  Una 
scarsa suscettibilità dei fibroblasti nei confronti del biossido di titanio emerge 
anche dalla letteratura, come riportato da Bhattacharya e collaboratori (2008; 
2009) per i fibroblasti polmonari umani (IMR-90) e di criceto (V79).  
Dalla letteratura si evince anche che la maggior parte degli effetti genotossici 
indotti da TiO2, prevalentemente in forma nanoparticellata, sono in gran parte 
dovuti alla formazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e conseguente stress 
ossidativo (Gurr et al., 2005; Long et al., 2006; Nel et al., 2006; Eom & Choi, 2009) il 
quale può portare all’alterazione strutturale e funzionale di proteine, lipidi di 
membrana e DNA (Federici et al., 2007; Reeves et al., 2008).  
Inoltre, per quanto riguarda i fibroblasti umani, dopo 24 ore di trattamento non si 
può osservare alcun danno causato dal trattamento con la forma cristallina 
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anatasio, condizione che permane anche dopo 48 ore. Nel caso del rutilo, dopo 24 
ore solo le dosi più alte (100 e 150µg/ml) sembrano in grado di agire sull’integrit{ 
della doppia elica, e a 48 ore è possibile osservare un aumento della percentuale di 
DNA migrato all’anodo solo in corrispondenza della dose p iù alta (150µg/ml), con 
un nuovo picco in corrispondenza di quella più bassa (20µg/ml). Nonostante nel 
presente studio il rutilo sia stato usato in forma microparticellata e l’anatasio in 
forma nanoparticellata, dati di letteratura sottolineano l’efficacia del rutilo di 
dimensioni micrometriche rispetto a quello nanodimensionato nell’induzione di 
danno ossidativo al DNA (Gurr et al., 2005) risulta altresì complicato confrontare i 
lavori per poter stabilire una graduatoria di efficacia delle varie forme cristalline 
del TiO2, in quanto numerosi articoli non riportano la tipologia del biossido di 
titanio utilizzato. 
Per quanto riguarda i risultati ottenuti tramite l’analisi al TEM, è stato possibile 
osservare come le particelle risospese in mezzo di coltura completo anche dopo 
sonicazione continuassero a mostrare un elevato grado di aggregazione. Tale 
elemento ha fatto si che, da una parte, le superfici di contatto delle due polveri con 
le cellule fossero verosimilmente paragonabili, nonostante la differenza di 
dimensione nominale fornita dal produttore (< 25nm per l’anatasio, < 5000nm per 
il rutilo). Dall’altra, hanno posto quesiti sul reale effetto di materiale 
nanoparticellato sulle linee testate, dal momento che ottenere sospensioni di 
particelle uniformemente distribuite sembra essere uno dei problemi chiave dei 
test condotti in vari laboratori. La tendenza all’aggregazione presentata dai nostri 
campioni trova, infatti, conferma nel lavoro di Casanova e collaboratori (2011). 
Essi hanno mostrato che, se mantenute in acqua, le particelle possono rimanere 
stabili anche per settimane, mentre a seguito di risospensione in mezzo di coltura 
(es. DMEM) queste tendono fortemente ad aggregarsi, aumentando così di 
dimensione, e a sedimentare. Nel lavoro di Gurr e colleghi (2005) è stato osservato 
che particelle propriamente nano-dimensionate (10-20nm di diametro) tendono, 
in soluzione, a produrre aggregati con dimensioni fino a 1000nm. Viceversa, 
particelle di diametro maggiore (200nm), non sembrano mostrare la medesima 
tendenza all’aggregazione. Sebbene non sia stata trovata una spiegazione chiara 
per tale comportamento, questo risultato è in accordo con i preparati osservati 
nella nostra ricerca, dove le polveri di anatasio (25nm di diametro) tendono ad 
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aggregarsi in maniera più marcata rispetto a quelle di rutilo (5000nm di 
diametro), raggiungendo dimensioni paragonabili con quest’ultime. Sempre in 
accordo coi nostri risultati, esperimenti di analisi del tasso di aggregazione delle 
polveri di biossido di titanio (15-20nm di diametro) condotti su prelievi di 
soluzione stock 100µg/ml (la stessa che abbiamo utilizzato per le nostre analisi al 
TEM) hanno mostrato come solo una piccola frazione delle particelle risulti 
dispersa, anche a seguito di sonicazione e aggiunta di composti stabilizzanti. E’ 
stato infatti osservato un elevato livello di aggregati compatti, della dimensione 
media di 285 (± 52)nm (Hackenberg et al., 2010, 2011). 
Le osservazioni effettuate al microscopio elettronico su sezioni di cellule esposte 
alle polveri di TiO2 hanno messo in luce che le particelle di anatasio si localizzano 
nel citoplasma, all’interno di vacuoli che sono verosimilmente il risultato della 
fusione di vescicole endocitotiche. In nessun caso è stata osservata la presenza di 
particelle di TiO2 all’interno del nucleo. Questi dati al TEM convalidano le 
osservazioni al microscopio ottico, dalle quali era emerso che un gran numero di 
cellule vitali sembrava contenere al loro interno una grande quantità di polveri di 
TiO2  Un risultato simile è stato riportato per le cellule ovariche CHO-K1 da Di 
Virgilio e collaboratori (2010). Questi ultimi hanno, infatti, riportato che il biossido 
di titanio era confinato all’interno di lisosomi distr ibuiti nella regione perinucleare 
del citoplasma, essendo stato assunto dalle cellule in seguito ad un processo di 
pinocitosi. Esperimenti simili condotti su linfoblasti umani hanno invece messo in 
evidenza una scarsa internalizzazione di queste polveri (Hackenberg et al., 2011), 
in accordo con quanto da noi rilevato al microscopio ottico, dove nel caso dei 
linfociti sia umani che di tursiope non era stata rilevata la presenza di particelle 
all’interno del citoplasma. Kiss e colleghi (2008) hanno indagato la localizzazione 
intracellulare del biossido di titanio mediante studi in vivo ed in vitro, concludendo 
che questa sostanza è incapace di attraversare una barriera epidermica intatta.; 
diversamente, nel caso di trattamenti in vitro con anatasio gli autori hanno 
constatato l’accumulo intracellulare delle particelle e la comparsa di effetti 
significativi (vitalità, proliferazione, apoptosi e differenziamento), in base al tipo 
cellulare utilizzato. I preparati ottenuti in seguito a trattamento con la forma rutilo 
sono risultati di qualità inferiore, in conseguenza del fatto che i cristalli delle 
sostanza (più voluminosi) impediscono di ottenere una inclusione omogenea. 
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Comunque, le osservazioni hanno messo in luce che anche il rutilo viene assunto 
dalle cellule e si rinviene all’interno di vacuoli di endocitosi e lisosomi. 
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8. CONCLUSIONI 
In conclusione, è stato osservato che entrambe le forme cristalline del biossido di 
titanio (rutilo ed anatasio) non vanno ad intaccare significativamente la vitalità 
cellulare, che rimane sempre molto elevata, inducendo invece un effetto 
genotossico in tutte le linee cellulari indagate ad eccezione dei leucociti umani in 
cui il danno genetico è risultato praticamente assente. Inoltre, i due tipi cellulari 
impiegati nell’esperimento, leucociti e fibroblasti, hanno mostrato una differente 
risposta al danno genetico indotto dalle sostanze. Risulta infatti che i fibroblasti, a 
differenza dei leucociti, subiscono gli effetti genotossici principalmente ai tempi di 
esposizioni brevi (4h) riducendo in maniera consistente il danno genetico nei 
tempi di esposizione successivi 
Dai risultati ottenuti sui leucociti è emersa una differenza significativa in termini di 
suscettibilità tra la specie tursiope e quella umana verso entrambe le forme 
cristalline di TiO2. Da questi dati il tursiope risulta più suscettibile rispetto 
all’uomo a questo contaminante emergente, riportando danni genetici evidenti per 
tutti i tempi e per la maggior parte delle dosi di esposizione.  
Le due forme cristalline della sostanza indagata non sono risultate diversamente 
efficaci nell’indurre danno al DNA, nonostante la differente dimensione nominale 
delle particelle. Questo dato potrebbe essere parzialmente legato alla spiccata 
tendenza delle due sostanze ad associarsi nel mezzo di esposizione, dando vita ad 
aggregati di dimensioni paragonabili come è stato possibile osservare grazie 
all’analisi tramite TEM. Sempre grazie alla microscopia elettronica è stato possibile 
constatare come le particelle (sia di anatasio che di rutilo) vengano di fatto 
internalizzate nella cellula all’interno di vacuoli citoplasmatici, e che in nessun caso 
raggiungono il nucleo. Questo dato contribuisce all’ipotesi secondo la quale il 
danno genetico rilevato sia per lo più legato ad azione indiretta da parte del TiO2, 
ad esempio attraverso la produzione di radicali liberi dell’ossigeno.  
I dati prodotti con questo studio evidenziano la necessità di approfondire 
ulteriormente i meccanismi attraverso i quali il TiO2 è in grado di indurre danno 
genetico, soprattutto in relazione a quei tipi cellulari che più frequentemente ne 
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vengono in contatto e che hanno mostrato maggiore suscettibilità, come i 
fibroblasti umani.  
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